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Einleitung  1
1. Einleitung 
Mutationen und die damit verbundenen Risiken sind ständig im Blickfeld moderner 
Forschungen. Zeigen sich die Mutationen auf chromosomaler Ebene in Form von 
Chromosomenaberrationen (CA), so lassen sich nach Auswertung mikroskopischer 
Analysen Krebsrisikoabschätzungen vornehmen. Die Methoden zur Analyse von CA 
sind zwischenzeitlich mit Hilfe neuer computerunterstützter Hybridisierungstechniken 
enorm erweitert worden und gestatten einen wesentlich differenzierteren Einblick in die 
morphologischen Veränderungen der Chromosomen. Bereits seit einiger Zeit wird 
darüber diskutiert, ob CA induzierende Agenzien eine für sie typische „Signatur“ oder 
einen „Fingerabdruck“ in Form von speziellen CA im menschlichen Genom 
hinterlassen (BRENNER et al., 2001). 
Im Rahmen der Weltraumforschung und im Hinblick auf zukünftige Langzeitmissionen 
werden Untersuchungen kosmischer Strahlenpartikel, die auf der Erde nur künstlich 
erzeugt werden können, interessant. Schwere Eisenionen (56Fe26+-Ionen, fortan Fe-Ionen 
genannt) gehören zu diesen kosmischen Teilchen. Ihre hohe biologische Wirksamkeit 
sowie ihre Fähigkeit, beim Auftreffen auf Materie Sekundärstrahlung zu erzeugen, 
macht sie für Biologen, Mediziner  und Physiker gleichermaßen interessant.  
Wegen der physikalischen Eigenschaften der Ionenstrahlung sind massive 
Schädigungen in den Chromosomen zu erwarten. Mehrfache Brüche, Fragmente sowie 
Veränderungen zwischen und innerhalb der Chromosomen können mit Hilfe 
verschiedener Fluoreszenztechniken sichtbar gemacht und klassifiziert werden. Die 
Eigenschaften von schweren Ionen werden seit einiger Zeit im Sinne des 
Strahlenschutzes und der Strahlentherapie untersucht. Untersuchungen, die moderne 
Methoden der Molekularbiologie, wie etwa die Fluoreszenz in situ Hybridisierung
(FISH) in ihren Varianten mFISH und mBAND für die Analyse der Strahleneffekte 
schwerer Ionen einbeziehen, sind bislang kaum oder nicht verfügbar. In dieser Arbeit 
wird eine Untersuchungsreihe mit mBAND und mFISH vorgestellt. In ihr sollen 
Auswirkungen von in vitro Bestrahlungen mit Fe-Ionen in menschlichen Lymphozyten 
des peripheren Blutes (engl.: peripheral blood lymphocytes, PBL) auf chromosomaler 
Ebene vorgestellt werden, damit möglicherweise ein entsprechender „Fingerabdruck“  
gefunden werden kann. Die Analyse von CA in den PBL von Astronauten eines kurzen 
und eines langen Weltraumaufenthaltes auf der internationalen Raumstation ISS soll 
ergänzend als in vivo Vergleich herangezogen werden. 
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1.1 Struktur des Erbmaterials
Die Desoxyribonukleinsäure (DNS, engl.: Desoxyribonucleic acid, DNA) ist die 
entscheidende subzelluläre Struktur, die von ionisierenden Strahlen geschädigt werden 
kann. In ihr sind alle genetischen Informationen enthalten, die von der Zelle und 
letztlich vom Gesamtorganismus zum Leben benötigt werden. Weil diese Informationen 
pro Zelle nur zweimal vorhanden sind, sorgen zahlreiche Mechanismen für die 
Reparatur entstandener Schäden. Der verursachte Schaden kann ordnungsgemäß 
behoben werden (Repair) oder auch nicht (Misrepair). In letzterem Fall ist es nicht mehr 
möglich, die ursprüngliche Struktur der DNA herzustellen. In diesem Zusammenhang 
sei kurz auf die Wahl des Begriffes „Misrepair“ hingewiesen, der in sich zwar 
widersprüchlich ist, aber trotzdem allgemeine Verwendung findet. 
Die molekularen Schäden an der DNA können auf chromosomaler Ebene erkennbar 
werden und als Aberrationen, etwa als Ringchromosomen, dizentrische Chromosomen 
(DIZ) oder Fragmente, in einem Mikroskop analysiert werden. 
Die DNA ist ein Biopolymer, dessen Bausteine (Nukleotide) aus dem Zucker 
Desoxyribose, einem Phosphatrest und einer Purin- oder Pyrimidinbase bestehen. Als 
Nukleoside bezeichnet man die Verbindung von Zucker und Base. Der Name des 
Nukleosids leitet sich von der Base ab. Zum Beispiel enthält Desoxythymidin die 
Pyrimidinbase Thymin. Zucker und Phosphat bilden das polare Rückgrat der DNA. Die 
Polarität des DNA-Einzelstrangs wird mit 3' für die Bindungsstelle des folgenden 
Nukleotids am Kohlenstoffatom C-3' des Zuckers und mit 5' für die Bindungsstelle des 
Phophats am C-5' des Zuckers bezeichnet. 
Zwei antiparallel angeordnete DNA-Einzelstränge bilden einen DNA-Doppelstrang, der 
über Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den Basen zusammengehalten wird. Es 
paaren sich Adenin und Thymin sowie Cytosin und Guanin (WATSON und CRICK,
1953). Unterbrechungen in der Kontinuität der  DNA-Stränge werden als Brüche oder 
Bruchereignisse verstanden. Einzelstrangbrüche (ESB), Doppelstrangbrüche (DSB), 
Basenschäden, Basenverluste, falsche Basenverbindungen oder Strukturänderungen 
können durch den Einfluss mutagener Agenzien entstehen und sekundär, etwa in Form 
von Deletionen, am mikroskopisch sichtbaren Chromosom erfasst werden. 
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1.2 Zellzyklus 
Eukaryote Zellen vermehren sich in einem zyklischen Prozess aus Wachstum und 
Teilung. Der Zellzyklus gliedert sich in die Interphase und die Teilungsphase. Bei der 
Zellteilung muss sichergestellt werden, dass alle wesentlichen Zellbestandteile 
gleichmäßig auf die Tochterzellen verteilt werden. Von elementarer Bedeutung ist die 
Weitergabe identischer Kopien der DNA. 
Die Interphase wird eingeteilt in zwei Gap-Phasen (G-Phasen), in denen keine 
DNA-Synthese nachweisbar ist, und in eine zwischen G1- und G2-Phase liegende 
Synthese-Phase (S-Phase), in der das genetische Material verdoppelt wird (Abb.1). 
Teilungsinaktive Zellen, wie etwa Lymphozyten oder Leberzellen, befinden sich in 
einer Art Ruhephase (G0-Phase), können aber wieder in den Zellzyklus  eintreten. 
Abb. 1: Zellzyklus-Schema. Quelle (verändert): BAYRHUBER H., KULL U. (Hrsg., 1998). Linder 
Biologie, 21. Aufl., S. 35. (Mit freundlicher Genehmigung des Schroedel Verlages im Bildungshaus  
Schroedel Diesterweg Bildungsmedien GmbH & Co KG, Hannover). 
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Die G1-Phase ist die zeitlich variable Wachstumsphase der Zelle, in der sie 
biosynthetisch sehr aktiv ist. Für den allgemeinen Stoffwechsel notwendige und 
gewebetypische Proteine werden gebildet. Nach der G1-Phase tritt die Zelle in die 
S-Phase ein. In der S-Phase wird aus dem Chromosom, das bis zu diesem Zeitpunkt nur 
aus einer Chromatide mit jeweils einem DNA-Molekül besteht, ein Chromosom mit 
zwei Chromatiden. Dieser Vorgang wird Replikation genannt. Bei der Replikation wird 
der in der Chromatide enthaltene DNA-Doppelstrang zwischen den Basen längs 
aufgeteilt, und an jedem der beiden Einzelstränge wird ein neuer Einzelstrang 
synthetisiert. Der neue Doppelstrang besteht also jeweils aus einem alten und einem 
neuen Strang, der Mechanismus ist semikonservativ. 
Die Replikation verläuft nicht kontinuierlich von einem Ende des Chromosoms zum 
anderen. Dies würde viel zu lange dauern. Stattdessen gibt es eine Vielzahl von 
Startpunkten, so dass die DNA abschnittweise, aber an vielen verschiedenen Stellen 
gleichzeitig, repliziert wird. Es bilden sich Replikationsblasen (Abb. 1), an denen die 
DNA aufgetrennt wird und die beiden neuen Stränge synthetisiert werden. Das Enzym 
für die Replikation ist die DNA-Polymerase, die in 5'-3'-Richtung freie Nukleotide an 
eine schon vorhandene, neu synthetisierte Nukleotidkette anhängt. Aufgrund der 
Antiparallelität der beiden DNA-Einzelstränge kann nur ein Strang durchgehend 
synthetisiert werden. Dieser Strang wird leading strand genannt. Der andere lagging
strand wird mit Hilfe von OKAZAKI-Fragmenten stückweise und in Bezug auf das 
Fortschreiten der Replikationsgabel „rückwärts“ repliziert. 
Die Replikation verläuft in den Replikons. Zwischen 10 und 100 DNA-Replikons 
bilden chromosomale Replikationseinheiten. Alle DNA-Replikons einer 
chromosomalen Replikationseinheit beginnen gleichzeitig mit der Replikation (LAU und 
ARRIGHI, 1981). Euchromatische Abschnitte mit aktiven Genen werden früher repliziert 
als heterochromatische Abschnitte mit inaktiven Genen oder hochrepetitiven genleeren 
Sequenzen.
Wenn alle Chromosomen durchgängig repliziert sind, erfolgt der Übergang in die 
G2-Phase. Die Zelle wächst weiter und bereitet sich auf die nachfolgende Mitose vor. 
Nach Überschreiten eines Restriktionspunktes tritt die Zelle in die Mitose ein, in der die  
Verteilung identischer Kopien der DNA erfolgt.  
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Die Mitose wird unterteilt in Prophase, Metaphase, Anaphase und Telophase mit 
anschließender Cytokinese. Lichtmikroskopisch erkennbar beginnt in der Prophase die 
Kondensation des relativ homogenen Chromatins. Es kondensiert sich zu einzelnen 
fädigen Strukturen - den Chromosomen. Der Nukleolus löst sich auf, und gegen Ende 
der Prophase zerfällt die Kernhülle. Die Chromosomen werden zunehmend dicker und 
kürzer. Jedes Mitose-Chromosom besteht aus zwei Chromatiden, die am Zentromer 
verbunden sind. Jede Chromatide enthält einen durchgehenden DNA-Doppelstrang, der 
mit basischen Histon-Proteinen und Nicht-Histon-Proteinen assoziiert ist. Diese 
Assoziation mit Proteinen ermöglicht eine Verpackung der DNA in mehreren Stufen bis 
hin zu einer starken  Kondensation der Chromosomen in der Mitose. Von den Polen der 
Zelle rücken die Zentrosomen auseinander, wobei sie offenbar von den immer länger 
werdenden Spindelfasern auseinander geschoben werden. Bündelweise angeordnete 
Mikrotubuli bilden diese Spindelfasern. Diese können sich am Kinetochor, einer 
Struktur des Zentromers auf jeder Chromatide, anheften. 
In der Metaphase werden die Chromosomen mit Hilfe des Spindelapparates über eine 
Pendelbewegung in der Äquatorialebene angeordnet. Die Ebene in der Mitte zwischen 
den Spindelpolen wird auch als Äquatorialplatte bezeichnet.  
Verantwortlich für die Schwesterchromatidenpaarung ist der Multiproteinkomplex 
Cohesin, der während der Replikation eingebaut wird und einem kontrollierten 
zellzyklusabhängigen Abbau unterliegt (ALEXANDRU et al., 1999). Die Anaphase 
beginnt mit dem Anaphasesprung: Unter Abbau des Cohesins erfolgt die vollständige 
Trennung der beiden Chromatiden, die als Tochterchromosomen bezeichnet werden. 
Die Tochterchromosomen werden unter Abbau der Mikrotubuli des Spindelapparates 
mit dem Kinetochor voran zu den Zellpolen transportiert. Gleichzeitig werden die Pole 
auseinander geschoben, so dass sich die Zelle streckt. 
Die Telophase beginnt, wenn die Chromosomen die Pole erreicht haben. Die 
Chromosomen dekondensieren und bilden das Chromatin, in dem sie nicht mehr einzeln 
zu erkennen sind. Eine neue Kernhülle entsteht unter dem Einfluss der Chromosomen, 
und die Nukleolus-organisierenden-Regionen (NOR) bauen die Nukleoli wieder auf. 
Die Zellteilung wird mit der Zytokinese abgeschlossen. Die Zelle wird unter 
Beteiligung von Aktin und Myosin zwischen den beiden Kernen durchgeschnürt. Nach 
Bildung der Tochterzellen ist die Teilungsphase abgeschlossen. 
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1.3 Chromosomenaberrationen (CA) 
Als CA werden allgemein strukturelle Veränderungen von Chromosomen bezeichnet. 
Sie entstehen beispielsweise, wenn die DNA bricht und die daraus resultierenden 
Fragmente ausgetauscht oder nicht ordnungsgemäß wieder zusammengeführt werden 
(PFEIFFER et al., 2000). Dieser molekulare Schaden kann auf chromosomaler Ebene 
sichtbar werden. Die Schädigungen können spontan sein oder mit physikalischen, 
chemischen oder biologischen Mutagenen induziert werden.  
Ionisierende Strahlen zählen zu S-Phase unabhängigen Mutagenen und sind stark 
chromosomenbrechend (OBE et al., 1992). Die entstehenden DSB sind Primärschäden 
und können die Ursache für CA sein (NATARAJAN und OBE, 1996; 
PFEIFFER et al., 2000). Bruchereignisse finden meist im Euchromatin statt und können 
in den verschiedenen Phasen des Zellzyklus mit mutagenen Agenzien induziert werden. 
Dementsprechend führt dies zu unterschiedlichen Arten von CA. Bruchereignisse, die in 
der G1-Phase induziert werden, duplizieren sich als Schäden in der S-Phase. In der 
nachfolgenden Metaphase sind diese Schäden an beiden Chromatiden des Chromosoms 
an gleicher Stelle sichtbar. Diese CA werden Chromosomentypaberrationen (CSA) 
genannt. Brüche, die in der G2-Phase induziert werden, können jeweils eine Chromatide 
betreffen und führen zu Chromatidentypaberrationen (CTA). In der S-Phase können 
CTA oder CSA entstehen abhängig davon, ob der geschädigte Bereich bereits repliziert 
war oder nicht. Aufgrund der Schwesterchromatidenpaarungen im Metaphase-
chromosom kann es bei CTA zu charakteristischen Austauschen kommen (SAVAGE,
1976).
S-Phase abhängige Mutagene können nicht selbständig DSB induzieren. In diesen 
Fällen ist bereits die Anlagerung des Mutagens der Primärschaden und der DSB der 
Sekundärschaden (BENDER et al., 1974). Die S-Phase ist in diesem Fall notwendig, 
damit die CA zur Darstellung kommen. Bei Verabreichung des Mutagens in der 
G1-Phase werden in der folgenden Mitose CTA gefunden. 
CA, die aus mindestens drei Bruchereignissen in mindestens zwei Chromosomen 
bestehen, werden als Komplexe oder komplexe CA bezeichnet (SAVAGE und SIMPSON,
1994a; SAVAGE und TUCKER, 1996). In vielen Untersuchungen haben sich drei 
Sachverhalte herausgestellt (SAVAGE, 1996): 
1. Mehr als 90% der Bruchereignisse restitutieren und zeigen somit anschließend 
keine Änderung in der Chromosomenmorphologie. 
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2. Weil jedes Bruchereignis nur eine begrenzte Zeit bestehen bleibt, ist die 
Entstehung von Austauschen abhängig von der Zeit und der räumlichen Nähe 
eines weiteren Bruchereignisses. Repair und Misrepair konkurrieren. 
3. Die Häufigkeit des Auftretens von unvollständigen Austauschen ist von der 
Ionisationsdichte oder der Phase des Zellzyklus abhängig. Menschen, die eine 
signifikante Erhöhung von CA besitzen, sind einem erhöhten Krebsrisiko 
ausgesetzt (HAGMAR et al., 1994; BONASSI et al., 1995; BONASSI et al., 2000). 
1.3.1 Chromosomentypaberrationen (CSA) 
Von einer intrachromosomalen Aberration (engl.: Intrachange) wird bei den CSA 
gesprochen, wenn nur ein Chromosom beteiligt ist. Beispiele: 
a.  Terminale Deletion (B´´): Es entsteht ein verkürztes Chromosom und ein 
azentrisches Fragment. 
b. Intra-arm/inter-arm Intrachange: Veränderungen innerhalb oder zwischen den 
einzelnen Armen eines Chromosoms, die beide Chromatiden gleichzeitig 
betreffen, wie etwa 
 - Inversionen, in denen Chromosomenabschnitte um 180° gedreht sind; 
        perizentrische Inversionen enthalten ein Zentromer, parazentrische Inversionen
        enthalten kein Zentromer.  
- zentrische Ringchromosomen, in denen das zentrische Chromosomenstück an  
        seinen Bruchenden zu einem Ring fusioniert ist. Die beiden verbleibenden 
        Fragmente können ein B´´ bilden. 
c.  Interstitielle Deletion: Ein Mittelstück geht dem Chromosom verloren. Eine 
Sonderform stellen die „Double Minutes“ dar, winzige Ringe ohne Zentromer. 
Interstitielle Deletionen ohne Ringschluss sind im Lichtmikroskop nicht von B´´ 
zu unterscheiden (siehe a). 
Von einer interchromosomalen Aberration (engl.: Interchange) wird bei den CSA 
gesprochen, wenn mindestens zwei Chromosomen beteiligt sind. Beispiele: 
a. DIZ: Entstehen unter Verlust der Telomere an zwei Chromosomen. Zusätzlich 
gehören entweder ein fusioniertes Fragment oder zwei B´´ dazu. Weitere 
Formen wären Aberrationen unter Beteiligung von mehr als zwei 
Chromosomen, zum Beispiel polyzentrische Chromosomen.  
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b. Reziproke Translokation: Symmetrische wechselseitige Austausche von 
terminalen Chromosomenfragmenten. Reziproke Translokationen werden auch 
als „vollständige“ Translokationen bezeichnet. 
c. Einseitige Translokationen: Bei zwei terminalen Fragmenten von zwei 
verschiedenen Chromosomen fusioniert nur ein Fragment mit dem anderen 
Chromosom. Einseitige Translokationen werden auch als „unvollständige“ 
Translokationen bezeichnet. 
1.3.2 Chromatidenentypaberrationen (CTA) 
Von einem Intrachange wird bei den CTA gesprochen, wenn nur ein Chromosom 
beteiligt ist. Beispiele: 
a. Bruch einer Chromatide mit Fragment (B´). 
b. Intra-arm/inter-arm Intrachange: Veränderungen innerhalb oder zwischen den 
einzelnen Armen eines Chromosoms, wie Inversionen in einer Chromatide.   
c. Isochromatidenbruch: Beide Chromatiden wurden auf gleicher Höhe unabhängig 
voneinander, gebrochen. Isochromatidenbrüche sind nicht von terminalen 
Deletionen zu unterscheiden. 
d. Interstitielle Deletion: Nur eine Chromatide ist von dem Verlust betroffen. 
Sonderform: „Single Minute“.
e. Dublikationsdeletionen: Interstitielle Deletion für die eine Chromatide, Insertion 
eines DNA-Abschnittes für die andere Chromatide. 
Die Schwesterchromatidenpaarung wird für diesen Abschnitt aufgehoben. 
Von einem Interchange wird bei den CSA gesprochen, wenn mindestens zwei 
Chromosomen beteiligt sind.  Beispiele: 
a. Quadriradiale Chromosomen (RB´): Chromatidenfragmente, die entweder 
fusioniert sind oder die an das Chromatidenbruchende des jeweilig anderen 
Chromosoms restituiert sind. 
b. Triradiale Chromosomen (RB´/B´´): Die Chromatiden der Chromosomen 
fusionieren und deren Fragmente sind als B´´ zu sehen. 
c. Komplexe Aberrationen mit Beteiligung mehrerer Chromosomen 
(RB´-Komplex).
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1.4 Klassische Theorien zur Entstehung von CA 
1.4.1 Bruch-Reunions-Hypothese nach Sax  
Sax geht davon aus, dass ein Bruch die Vorraussetzung für eine CA darstellt („breakage 
first“). Er ist der Auffassung, dass nach einem Bruch ein Fragment entsteht und nach 
zwei Brüchen ein Austausch möglich ist (SAX, 1938). 
Nach Sax gibt es drei mögliche Reaktionen der Bruchenden: 
a. Restitution/Repair: Der Ursprungszustand wird wieder hergestellt. Es treten 
keine strukturellen Änderungen auf. 
b. Stabilisierung: Die Bruchenden werden stabilisiert und erhalten die gleichen 
Eigenschaften wie Telomere. Bei mikroskopischer Untersuchung sind 
Fragmente erkennbar. 
c. Reunion/Misrepair: Wenn zwei primäre Brüche zeitlich und räumlich nahe 
beieinander auftreten, können die entstehenden Bruchenden in verschiedener 
Weise miteinander fusionieren und Austauschaberrationen bilden. 
1.4.2 Austausch-Hypothese nach Revell 
Revell nimmt an, dass Brüche und Austausche immer auf  Läsionen beruhen, die keine 
Brüche sind und dass immer zwei dieser Läsionen nötig sind, um sowohl Brüche als 
auch Austausche zu erzeugen. Das primäre Ereignis ist eine instabile Läsion. Treten 
zwei Läsionen nahe beieinander auf, können sie an Austauschprozessen teilnehmen. Bei 
unvollständigem Austausch kommt es zu Diskontinuitäten in der chromosomalen 
Struktur und es entstehen Brüche. Vollständige Austausche führen zu den bekannten 
Austauschfiguren (REVELL, 1974). 
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1.5 Einheiten aus der Strahlenbiologie 
1.5.1 Physikalische Einheiten 
Energiedosis
SI-Einheit alte Einheit Umrechnung 
Gray (Gy) 
1 Gy = 1 J/kg
Rad (rad) 1 rad = 0,01 Gy  
1 Gy = 100 rad
Benannt nach Louis Harold Gray, 1905-1965, englischer Physiker. Dabei besitzen ionisierende Strahlen 
eine Energiedosis von 1 Gray, wenn pro Kilogramm beliebiger Materie eine Energie von 1 Joule 
übertragen wird. Weil die Energiedosis nicht direkt messbar ist, wird sie aus der Energiedosis der Luft 
unter Einbeziehung des materialspezifischen Absorptionskoeffizienten berechnet. Oberhalb von 1 MeV 
gibt es hinsichtlich des Absorptionsvermögens der einzelnen Materialien kaum noch Unterschiede.  
Energiedosis (D) = Energie / Masse
Äquivalentdosis
SI-Einheit alte Einheit Umrechnung 
Sievert (Sv) 
1 Sv = 1 J/kg
Rem (rem) 1 rem = 0,01 Sv 
1 Sv = 100 rem
Benannt nach Rolf M. Sievert, 1896-1966, schwedischer Physiker. Dieser Dosisbegriff berücksichtigt 
die von der jeweiligen Strahlenart abhängigen Ionisationsdichten. Die Äquivalentdosis ist das Produkt 
aus der Energiedosis und einem effektiven dimensionslosen Qualitätsfaktor. (H) = D x q 
Beispiele für den effektiven Qualitätsfaktor:      Alpha-Strahlen, schwere Ionen: q = 20 
                                                                            Neutronen 10-100 keV: q = 10 
                                                                            Röntgenstrahlen: q = 1
Linearer Energie Transfer
SI-Einheit alte Einheit Umrechnung 
Jm-1 LET  (keVµm-1) 1 keVµm-1= 1,6 x 10 -10 Jm-1
Die Energieübertragung (in keV) pro Wegstrecke (in µm) des ionisierenden Teilchens wird als 
"Linearer Energie Transfer" (LET) bezeichnet. 
Tab 1: Physikalische Einheiten in der Strahlenbiologie (nach FRITZ-NIGGLI, 1997; HERRMANN und 
BAUMANN, 1997). 
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1.5.2 Relative Biologische Wirksamkeit (RBW) 
Zum Erhalt der RBW vergleicht man die Wirkung einer Strahlung mit Gamma-Strahlen 
von Kobalt (60Co) oder mit Röntgenstrahlen von 100-250 keV (FRITZ-NIGGLI, 1997). 
     Energiedosis der Vergleichsstrahlung 
RBW = 
Energiedosis der zu untersuchenden Strahlung 
Für die Berechnung wird jeweils der gleiche biologische Effekt zugrunde gelegt (Tod 
von 50% der Strahlenopfer oder die Anzahl gefundener DIZ).
Gleiche Dosen verschiedener Strahlenarten haben meist unterschiedliche biologische 
Wirkungen. Daher wird für jede Strahlenart zusätzlich ein Faktor definiert, der die 
unterschiedliche Wirksamkeit von verschiedenen Strahlenarten berücksichtigt. Dieser 
Faktor, genannt Qualitätsfaktor (q-Faktor), ist für Photonen- und Elektronenstrahlen 
eins und für andere Strahlenarten größer als eins. Für schwere Ionen kann q=20 sein. 
Dies bedeutet, dass schwere Ionen biologisch zwanzigfach effektiver sind als 
Photonenstrahlen.
Der Qualitätsfaktor betrachtet die stärkste Schädigungsmöglichkeit für das biologische 
Objekt als Bestrahlungseffekt und wird in Konventionen festgelegt (HERRMANN und 
BAUMANN, 1997). Der Wert, der sich aus der Multiplikation der Energiedosis und dem 
Faktor q ergibt, wird als "effektive Dosis" bezeichnet und in "Sievert" (Sv) angegeben. 
Ein Gray Röntgenstrahlen entspricht l x l = 1 Sv und ein Gray schwere Ionen 
1 x 20 = 20 Sv. 
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1.6 Ionisierende Strahlen 
Unter Strahlung versteht man einen Energietransfer ohne ein vermittelndes Medium. 
Sind die energiereichen „Teilchen“, die sich von einer Strahlenquelle aus wellenförmig 
ausbreiten, im Ruhezustand ohne Masse, also reine Energie, dann handelt es sich um 
Photonen. Zu den Photonenstrahlen gehören beispielsweise Lichtstrahlen, UV-Strahlen, 
Röntgenstrahlen und Gamma-Strahlen. Strahlen aus Materie, so genannte 
Partikelstrahlen, sind Elektronen, Protonen, Neutronen, Atomkerne oder schwere Ionen. 
Energiereiche Strahlen können zu Ionisationen führen. Dabei werden Elektronen 
aufgenommen oder abgegeben und die beteiligten Atome oder Moleküle in geladene 
Teilchen umgewandelt. Allgemein werden Strahlen, je nach Wellenlänge, in 
ionisierende Strahlen (Wellenlänge <100 nm, etwa Röntgenstrahlen oder Ionenstrahlen) 
und nicht ionisierende Strahlen (Wellenlänge >100 nm, etwa UV-Strahlung) eingeteilt. 
Normalerweise befindet sich die Energie in den Atomkernen der Elemente im 
Gleichgewicht. Einige Elemente (etwa ab Ordnungszahl 84 = Polonium) sind jedoch 
einer ständigen energetischen Regulation unterworfen, bei der sie sich in Kerne anderer 
Atomarten umwandeln (Radioaktivität) und ionisierende Strahlen frei setzen. Die Art 
und Menge der Energie, die dabei freigesetzt wird, ist charakteristisch für diese 
Elemente.  
Wenn ionisierende Strahlen ein Objekt durchqueren, dann beeinflussen sie die 
Elektronen der umliegenden Atome entlang des Strahlenganges. Allgemeine 
physikalische Effekte ionisierender Strahlen manifestieren sich als Erwärmung, als 
Anregung von Elektronen auf ein höheres Energieniveau sowie als Ionisationen. Die 
Effekte, die entlang des Strahlendurchgangs ausgelöst werden, sind für die jeweilige 
Strahlung charakteristisch. Die Energieübertragung (in keV) pro Wegstrecke (in µm) 
des ionisierenden Teilchens wird als "Linearer Energie Transfer" (LET) bezeichnet. 
Strahlenarten mit verschiedenen LET unterscheiden sich in der räumlichen Verteilung 
der Ionisationen. Beispiele nach FRITZ-NIGGLI (1997): 
a. Locker ionisierend für Röntgenstrahlen (LET < 10 keV/µm, niedriger LET) 
b. Dicht ionisierend am Strahlengang schwerer Ionen (LET  10 keV/µm, hoher LET) 
Demnach kann bei gleicher Strahlendosis aber anderer Strahlung der biologische Effekt 
verschieden sein. 
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1.6.1 Elektromagnetische Strahlen 
1.6.1.1 Gamma-Strahlen 
Beim Gamma-Zerfall wechselt der Atomkern von einem höherenergetischen zu einem 
niederenergetischen Niveau. Dabei werden elektromagnetische Strahlen ausgesendet. 
Die Gamma-Quanten bewegen sich mit einer Vakuumlichtgeschwindigkeit von 
299793 km/sek, (FRITZ-NIGGLI, 1997) deren Reichweite theoretisch unendlich ist. 
Gamma-Strahlen begleiten fast alle Kernumwandlungen. Diese werden beispielsweise 
bei der klinischen Bestrahlung mit schweren Kohlenstoffionen zu Kontrollzwecken 
genutzt. Bei der Aussendung von Gamma-Strahlen ändert sich der Energiegehalt des 
Kerns, aber nicht seine Massen- und Ladungszahl. 
1.6.1.2 Röntgenstrahlen 
Die Röntgenstrahlen (auch X-Strahlen), benannt nach Wilhelm Conrad Röntgen 
(* 27.03.1845 in Remscheid-Lennep, † 10.02.1923 in München), gehören wie die 
Gamma-Strahlen  zur Photonenstrahlung und unterscheiden sich nur in ihrer 
Entstehungsart.
Röntgenstrahlen entstehen, wenn Elektronen in metallischen Verbindungen abgebremst 
werden oder durch Elektronenübergänge in kernnahen Elektronenschalen. Demzufolge 
gibt es auch zwei Arten von Röntgenstrahlen (Bremsstrahlung und charakteristische 
Röntgenstrahlung). In einer Röntgenröhre werden aus der glühenden Kathode 
Elektronen ausgesendet, die von einer hohen Spannung zwischen Anode und Kathode 
beschleunigt werden. Treffen diese auf eine Wolframanode, wird die Energiedifferenz 
als Röntgenstrahlung ausgesendet. Die Bremsstrahlung wird umso wahrscheinlicher, je 
höher die Ordnungszahl der abbremsenden Materie ist. 
Beim Herausschlagen von Elektronen aus den inneren Elektronenschalen entstehen 
„Freiräume“, die sofort von Valenzelektronen neu besetzt werden. Die damit 
verbundenen Energieübergänge sind in ihren Spektrallinien charakteristisch und können 




Es handelt sich dabei um beschleunigte Heliumatomkerne (2 Protonen/2 Neutronen), 
die aus dem Atomkern eines Radionuklids mit etwa 15000 km/s emittiert werden. Bei 5 
MeV/n liegt deren Reichweite bei etwa 3,5 cm. Aufgrund von Wechselwirkungen mit 
den umgebenden Luftmolekülen werden Alpha-Strahlen abgebremst und zwei 
Elektronen aufgenommen. Dabei entsteht Helium. 
1.6.2.2 Beta-Strahlen 
Werden Elektronen aus dem Atomkern ausgesandt, handelt es sich um Beta-Strahlen. 
Sie bewegen sich in Zickzack-Bahnen. Die Reichweite liegt für 1 MeV bei etwa 4 m. 
Man unterscheidet zwei Varianten: Betaminus-Zerfall (Negatronen-Zerfall) und 
Betaplus-Zerfall (Positronen-Zerfall).
1.6.2.3 Neutronenstrahlen 
Wenn eine spontane oder künstliche Kernspaltung auftritt, werden elektrisch neutrale 
Teilchen (Neutronen) aus dem Atomkern emittiert. In der Atmosphäre kann 
Neutronenstrahlung bei der Kollision kosmischer Teilchen mit Luftmolekülen ausgelöst 
werden. Neutronenstrahlung ist vorwiegend indirekt- und dicht ionisierend. 
1.6.2.4 Schwerionen-Strahlen
Bei freien Atomen heben sich die Ladungen von Protonen im Kern und Elektronen in 
der Hülle gegenseitig auf, so dass das Atom nach außen elektrisch neutral ist. Werden 
Elektronen aus der Hülle entfernt, dominiert die positive Ladung des Kerns und es 
entstehen geladene Teilchen, so genannte Ionen. Entsprechend dem leichtesten Atom 
Wasserstoff und dem schwersten Atom, dem 238Uran-Isotop, spricht man von leichten 
und schweren Ionen. Normalerweise werden alle Ionen, die schwerer als Helium 
(Ordnungszahl 2) sind, als schwere Ionen bezeichnet (FRITZ-NIGGLI, 1997). Bei den 
schweren Eisenionen, die in dieser Untersuchung verwendet wurden, sind technisch alle 
26 Elektronen entfernt worden. Übrig blieb ein positiver Kern aus Protonen und 
Neutronen (56Fe26+). Schwere Ionen besitzen wegen ihrer Ladung und ihres LET hohe 
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und dicht ionisierende Eigenschaften. Entlang des Strahlengangs wird das 
Elektronengefüge der umgebenden Atome und Moleküle sehr stark gestört, weil das Ion 
durch Anlagerung von Umgebungselektronen ständig bestrebt ist, wieder elektrisch 
neutral zu werden. In biologischen Systemen können diese Ionisationsvorgänge zu 
vielfältigen und massiven Störungen führen, wie etwa zu CA. Diese biologische 
Wirksamkeit erhöht sich mit steigender Ordnungszahl. Für ionisierende Strahlen ist 
normalerweise die Anwesenheit von Sauerstoff ein wesentlicher Wirkungsfaktor. 
Sauerstoffreiche Zellen sind relativ strahlensensitiv, sauerstoffarme Zellen relativ 
strahlenresistent. Schwere Ionen wirken aber im Gegensatz zu Photonenstrahlen auch 
effektiv in sauerstoffarmen Zellen (FRITZ-NIGGLI, 1997; HERRMANN und BAUMANN,
1997). Deswegen werden sie mittlerweile auch für therapeutische Zwecke, wie etwa in 
der Krebstherapie, eingesetzt.
Ionen und Protonen werden aufgrund ihrer Masse kaum durch Stöße mit Elektronen in 
der Materie abgelenkt. Während bei Photonenstrahlen die Ionisation nach einer 
Eindringtiefe von 3 cm am höchsten ist und dann kontinuierlich abfällt, können schwere 
Ionen, abhängig von ihrer Energie, tief in Materie eindringen und ihr 
Ionisationsmaximum kurz vor ihrem Stillstand erreichen (Bragg-Peak). Davor und 
dahinter liegendes Gewebe wird daher kaum von der Strahlung belastet. Schwere Ionen 
können beim Auftreffen auf Materie, etwa bei menschlichem Gewebe, weitere 
sekundäre Partikel mit unterschiedlich hohem LET erzeugen. Interessant wird das für 
chromosomale Untersuchungen, deren Ziel die Berechnung von Strahlenexpositionen 
ist (Biodosimetrie), bei der Krebstherapie mit schweren Ionen und bei der Analyse sehr 
langer und weiter Weltraumflüge (GUDOWSKA, 2002). 
1.6.3 Kosmische Strahlen 
Die Erde steht permanent unter dem Einfluss hochenergetischer Teilchen, die aus dem 
Weltraum auf die Erde treffen. In der Zeit von 1911-1913 entdeckte der österreichische 
Physiker Viktor Franz Hess dieses Phänomen (Nobelpreis 1936), während er 
Messungen in etwa 5400 Meter Höhe aus einem Ballon heraus durchführte und 
feststellte, dass die ionisierende Strahlung mit der Höhe zunahm. Bislang war man 
davon ausgegangen, dass die ionisierenden Strahlen aus der Erdkruste stammten. Weil 
er auch Nachtflüge durchführte, konnte er belegen, dass nicht die Sonneneinstrahlung 
für die Ionisation verantwortlich war und deswegen die Strahlungsursache im Weltraum 
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zu suchen war (HESS, 1913). Heute weiß man, dass Hess' Arbeiten über die kosmische 
Strahlung die Grundlage für die gesamte spätere Strahlen- und Atomforschung bilden. 
Die kosmische Strahlung setzt sich aus etwa 98% Atomkernen (davon 87% 
Wasserstoffkerne, 12% Heliumkerne und 1% schwere Kerne) und 2% Elektronen 
zusammen. (HESS, 1913; GOSWAMI et al., 1988). Obwohl der Anteil der schweren Ionen 
vergleichsweise gering ist, tragen sie dennoch entscheidend zur Dosiswirkung 
kosmischer Strahlen bei (NCRP, 2000). Es wird unterschieden zwischen „Solarer 
Kosmischer Strahlung“ und „Galaktischer Kosmischer Strahlung“. Die in kosmischen 
Strahlen enthaltenen Energien und Teilchen werden durch Wechselwirkung mit 
wandernden Magnetfeldern stufenweise beschleunigt und können Energien von bis zu 
1020 eV (1 eV=1,6x10-19 Joule) erreichen (SIMPSON, 1983). Die Herkunft der 
„Galaktischen Kosmischen Strahlung“ liegt außerhalb unseres Sonnensystems. Ihr 
genauer Ursprung ist noch nicht vollständig geklärt. 
Eine besonders hohe Strahlendosisleistung tritt auch in beiden Van-Allen-Gürteln auf 
(entdeckt 1958 von James van Allen, amerikanischer Physiker). Durch das Magnetfeld 
der Erde werden aus dem Sonnenwind oder der kosmischen Strahlung stammende 
Teilchen "eingefangen" und sammeln sich im Wesentlichen in zwei Strahlengürteln, 
welche sich zwischen den magnetischen Polen der Erde aufbauen. Der erste Gürtel 
befindet sich etwa zwischen 1000 und 5000 Kilometer Höhe über dem Äquator und 
enthält überwiegen Protonen, der zweite Gürtel befindet sich etwa zwischen 15000 und 
25000 Kilometer über dem Äquator und enthält vorwiegend Elektronen. 1992 wurde ein 
weiterer Gürtel zwischen diesen beiden entdeckt. 
Für die Raumfahrt können diese Bereiche aufgrund der hohen Strahlendosis zu 
Gefährdungen führen. Für bemannte Langzeit-Missionen oder sehr weite Flüge in den 
Weltraum ist es deswegen sehr wichtig, Strahlenrisiken abschätzen zu können, weil 
schon einzelne Partikel mit hohem LET in den meisten Organismen erhebliche zelluläre 
Schäden anrichten können (REITZ et al., 1995).
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1.7 Die Wirkung ionisierender Strahlen auf die Zelle 
Die Strahlenempfindlichkeit von Zellen ist abhängig von ihrem DNA-Gehalt 
(SCHULTE-FROHLINE, 1990). Sie ist direkt proportional zu ihrer Teilungsbereitschaft 
und indirekt proportional zu ihrem morphologischen Differenzierungsgrad. Zellen mit 
einer hohen Zellteilungsrate und somit einer geringen Zellzyklusdauer zeigen 
somatische Reaktionen schon nach kurzer Strahlenbelastung. Im Gegensatz zu diesen 
„frühen somatischen Strahlenreaktionen“, etwa bei hämatologischem oder 
gastrointestinalem Gewebe, können die „späten somatischen Strahlenreaktionen“ bei 
Zellen mit niedriger Zellteilungsrate und langen Zyklusdauern nach etwa vier Wochen 
bis zwei Jahren auftreten. Strahleninduzierte Mutationen sind grundsätzlich ungerichtet, 
ihre Lokalisation innerhalb des Genoms folgt demnach ausschließlich statistischen 





(Röntgen-, Gamma-, Neutronen Strahlung) 
Direkt ionisierende Strahlen
(Elektronen, Protonen, Į-Teilchen, Schwerionen) 
10-24 – 10-14 Sek. 
10-16 – 10-14 Sek. 
Physikalisch-chemische Ebene 
Energieverlagerung als erster Schritt zur 
strukturellen Ionisation 
10-12 – 10-8 Sek. 
Chemischer Schaden 
Freie Radikale, Molekülanregungen  
10-7 Sek. - Stunden 
Biomolekularer Schaden 
Proteine, Nukleinsäuren 
ms - Stunden 
Frühe makrobiologische Effekte 
Zelltod, Tod des Organismus 
Stunden bis Wochen 
Späte makrobiologische Effekte 
Krebsbildung, Genetische Veränderungen  
Unter Umständen Jahre 
Tab 2: Radiobiologische Schäden und ihr zeitliches Auftreten (Coggle, 1983). 
  Einleitung18
Wegen der höheren Zellteilungsrate reagieren Embryonen aber auch Kinder und 
Jugendliche viel stärker auf Strahleneinwirkungen. Hinzu kommt der Zeitfaktor, der 
Kinder rein statistisch ein höheres Krebsrisiko zuschreibt, weil sie eine viel längere 
Lebensspanne vor sich haben. Ausdifferenziertes Nervengewebe ist wegen seiner 
fehlenden Zellteilungsaktivität relativ unempfindlich. Mit Ausnahmen ist das Gehirn 
relativ strahlenresistent. Nur sehr hohe Strahlendosen würden über direkte 
Strukturschädigungen auch Nervenzellen zerstören. 
Bereits zu verschiedenen Zeiten wurden CA als Kennzeichen oder Ursache für 
radiobiologische Effekte herangezogen (Übersicht in CORNFORTH und BEDFORT, 1993). 
Sie sind besonders interessant in Verbindung mit biodosimetrischen Untersuchungen 
(LUCAS et al., 1992; BAUCHINGER, 1995; DURANTE et al., 1996) oder als Indikator für 
die Strahlenempfindlichkeit (JONES et al., 1995). Werden biologische Objekte bestrahlt, 
so wird nur der absorbierte Energieanteil wirksam (Grotthus-Draper-Gesetz). Die 
Auswirkungen ionisierender Strahlen betreffen verschiedene biologische Ebenen 
(Tab. 3). Der entscheidende Angriffspunkt in der Zelle ist der Zellkern. Weil dort das 
Erbmaterial konzentriert ist, können Schäden der DNA zu CA führen. Ionisierende 
Strahlen, beispielsweise schwere Ionen, verzögern den Zellzyklus oder lösen eine 
andauernde DNA Synthese aus, woraus Zellen mit einem erhöhten DNA Gehalt 
resultieren (SCHOLZ et al., 1989 und 1994). Verzögerungen im Zellzyklus können bei 
zytogenetischen Analysen dazu führen, dass die Schäden, die beispielsweise von 
kosmischer Strahlung hervorgerufen wurden, unterschätzt werden (DURANTE et al.,
1996).
Weil der Mensch überwiegend aus Wasser besteht, erfolgt die Strahlenabsorption 
hauptsächlich über Wassermoleküle. Die ionisierende Strahlung erzeugt Ionenprodukte 
des Wassers (Protonen und chemische Radikale), die wegen ihrer 
Elektronenkonfiguration  besonders reaktiv sind. Diese Radikale sind in der Lage, mit 
Biomolekülen in ihrer Umgebung, etwa der DNA, zu reagieren. Energieabsorption und 
biologische Wirkung erfolgen also in verschiedenen Molekülen. Man spricht daher auch 
von einer indirekten Strahlenwirkung, wohingegen bei der direkten Strahlenwirkung die 
Energieabsorption unmittelbar im betroffenen Molekül, etwa in der DNA, erfolgt 
(HERRMANN und BAUMANN, 1997). Bei locker ionisierenden Strahlen erzeugen 
Radikale etwa 50% des schädigenden Gesamteffektes. Im Falle von dicht ionisierender 
Strahlung reagieren die Radikale vermehrt untereinander, so dass der Anteil indirekter 
Strahleneffekte rein statistisch zurückgeht.
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Wird während einer Zellteilung das Zentriol in Folge von Strahlung geschädigt, führt 
dies meist dazu, dass in den Folgezellen Fehlverteilungen der Chromosomen auftreten. 
Wird die Kernmembran ebenfalls geschädigt, führt dies unter Umständen zu 
Stoffwechselstörungen zwischen Kern und Zytoplasma (Tab. 3). Im Zytoplasma selbst 
können Proteindenaturierungen die Viskosität verändern. Es kommt zur Bildung von 
Vakuolen („Röntgenbläschen“) im Plasma und zu Fettablagerungen in der Zelle. 
Ionisierende Strahlen können die Permeabilität der Zellmembran verändern. In den 
Membranen kommt es zu einer Potenzialänderung aufgrund von Fettablagerungen. 
Folglich treten Probleme bei den energieverbrauchenden Reparatursystemen in der 
Zelle auf. Zellorganellen mit defekten Membranen können meist die Energielieferungen 
nicht aufrecht halten, was zur Auflösung von Golgi-Apparaten und des rauhen 
endoplasmatischen Retikulums führen kann. 
Biologische Ebene Auswirkung ionisierender Strahlen 
Molekular Schäden an Makromolekülen (RNA, DNA, Proteinen und 
Enzymen) sowie Beeinflussung von Stoffwechselwegen 
Subzellulär Schäden an Zellmembranen, Nukleus, Chromosomen, 
Mitochondrien und Lysosomen 
Zellulär Hemmung der Zellteilung, Zelltod 
Gewebe, Organe Induktion von Krebs, Störung des ZNS, Störung des 
Immunsystems, insbesonders an seinen Ursprüngen im 
Knochenmark. 
Individuum Tod, strahlungsbedingte Lebensverkürzung aufgrund von
Folgekrankheiten 
Population genetische Veränderungen wegen Mutation von Individuen 
Tab. 3: Auswirkung ionisierender Strahlung auf verschiedene biologische Ebenen (COGGLE, 1983). 
Bei den Mitochondrien verhält es sich ähnlich wie bei der Zelle. Bei Verlust der 
Christae Mitochondriales kommt es zu Störungen in der Atmungskette. Auch hier 
treten Röntgenbläschen auf, die mit Fetteinlagerungen einhergehen und zum Zerfall des 
Mitochondriums führen können. 
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Für die Untersuchung strahleninduzierter DNA Schäden stellen DIZ  und Fragmente 
wegen ihrer leichten Identifizierung wichtige zytogenetische Marker dar. Als 
Spontanaberrationswert wird etwa ein DIZ unter 1000 untersuchten Zellen 
angenommen. Im Verlauf der Zellteilung ist es möglich, dass wegen der DIZ 
„Anaphasebrücken“ gebildet werden, die zu unkontrollierten Strangbrüchen und 
schließlich zum Tod der Zelle führen (MCCLINTOCK, 1941). Bei ionisierenden Strahlen 
steigen die Zahl der DIZ linear quadratisch und die der Brüche linear zur Dosis an 
(Abb. 2). Strahlen mit niedrigem LET zeigen bei steigender Dosis einen linearen 
Anstieg der DIZ, während bei Strahlen mit hohem LET der Verlauf eher linear 
quadratisch ist. Dicht ionisierende Strahlen wie Alpha-Strahlen, Neutronen oder 
schwere Ionen induzieren sehr viele DSB entlang ihrer Teilchenspur. Die Konzentration 
der DSB in einem kleinen Bereich des Zellkerns begünstigt besonders die Entstehung 
von komplexen intra- und interchromosomalen  Aberrationen (GRIFFIN et al., 1995). 
Abb. 2: Abhängigkeit von CA und Strahlendosis bei der Entstehung von DIZ und B´´. 
Die Dichte der DSB bei locker ionisierenden Strahlen, wie bei Röntgenstrahlung, ist 
weitaus geringer, so dass zwei unabhängige Bruchereignisse erfolgen müssen, um einen 
DSB zu erzeugen. 
Bei dicht ionisierender Strahlung kann ein Teilchen bereits ausreichen, um mehrere 
DSB auszulösen. Die Verteilung der CA ist mitunter beeinflusst durch benachbarte 
Bruchereignisse. Demnach fusionieren besonders die freien DNA-Enden „falsch“ 
miteinander, deren Bruchereignisse nah beieinander auftreten, im Gegensatz zu denen, 
die entfernt voneinander sind (SAX, 1938). In diesem Zusammenhang wurde bereits  vor 
der Verwendung von FISH-Techniken darauf hingewiesen, dass die Verteilung 
verschiedener Aberrationen zusätzlich darauf beruhen können, dass die Chromosomen 
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in der G0/G1-Phase innerhalb des Zellkerns territorial lokalisiert sind statt gleichmäßig 
verteilt (SAX, 1938; SAVAGE und PAPWORTH, 1973). Bisherige Ergebnisse  deuteten 
darauf hin, dass die Induktion der DSB zufällig erfolgt (SACHS et al., 2000). Neueste 
Ergebnisse zeigen aber eine Abhängigkeit von strahleninduzierten Aberrationen gemäß 
der Lokalisation der DNA im Zellkern (NIKIFOROVA et al., 2000). GOODHEAD  (1989) 
schlägt für die Induktion von DSB ergänzend vor, folgende vier Situationen für 
ionisierende Strahlen in die Analyse einzubeziehen: 
1. Ionisationen, die so schwach sind, dass sie nur geringe biologische Relevanz 
haben.
2. Ionisationen, die zwar seltene aber äußerst komplexe Ereignisse an der DNA    
verursachen.
3. Ionisationen, die lokal gehäuft am Ende der Flugbahn eines Elektrons auftreten 
oder die DNA oder deren assoziierte Moleküle direkt schädigen. 
4. Ionisationen, die in ihrer Schädigung Punkt 1 deutlich übersteigen und auch     
wesentlich komplexere Schäden an und innerhalb der DNA verursachen. 
Punkt 1 und 3 sind dabei typische Erscheinungsbilder für locker ionisierende Strahlen, 
wie etwa Röntgenstrahlen. Punkt 2 und 4 sind typisch für dicht ionisierende Strahlen, 
wie etwa für schwere Ionen oder Alpha-Strahlen.
1.8 Lymphozyten des peripheren Blutes (PBL) 
Aufgaben des Blutes sind der Stofftransport, die Temperaturregulation, die 
Signalübermittlung mittels Hormonen, Pufferung sowie die Abwehr körperfremder 
Stoffe. Für Chromosomenuntersuchungen werden die Lymphozyten des peripheren 
Blutes (engl.: peripheral blood lymphocytes, PBL) als Bestandteil des Immunsystems 
bevorzugt, weil sie sich meist in der G0-Phase des Zellzyklus befinden und deswegen 
nicht teilungsaktiv sind. Schäden an der DNA in PBL bleiben aus diesen Gründen lange 
erhalten. Für Analysezwecke kann man PBL in einer Blutkultur mit 
Phytomämagglutinin (PHA), einem Lektin aus der Gartenbohne Phaseolus vulgaris, zur 
Teilung anregen (NOWELL, 1960). Weil man diesen Zeitpunkt mit dem Ansatz der 
Kultur bestimmen kann, lassen sich die aktuellen Phasen des Zellzyklus ungefähr 
bestimmen. Nur die „kleinen Lymphozyten“ sind für die Stimulation mit PHA 
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empfänglich (CARSTAIRS, 1962). Diese Zellen enthalten relativ wenig Zytoplasma und 
haben einen Durchmesser von etwa 6µm und ein Volumen von etwa 110 µm3.
Ab etwa 100-200 mSv (IAEA, 2001) können Strahlenwirkungen mit dosimetrischen 
Methoden erfasst werden, bei mehreren hundert mSv sind bereits 
Blutbildveränderungen feststellbar. Für die Biodosimetrie nach Strahlenunfällen sollte 
jederzeit bedacht werden, dass es bei Bestrahlung eines großen Teils des Körpers mit 




Die Giemsa-Färbung (Azur-Eosin-Methylenblaulösung), benannt nach Gustav Giemsa 
(deutscher Chemiker und Bakteriologe, 1867-1948), eignet sich für die Untersuchungen 
allgemeiner struktureller CA, wie Fragmente, Ringe und DIZ. Sie ist im Vergleich zu 
FISH preiswert und benötigt für die Analyse einen geringen  materiellen Aufwand.  
Giemsa-Farbe färbt die Chromosomen alle gleich an. Die Präparate können mit einem 
normalen Lichtmikroskop analysiert werden. 
1.9.2 Fluoreszenz-Färbung 
Fluoreszierende Stoffe (Fluorochrome) können mit Licht einer bestimmten Wellenlänge 
angeregt werden. Elektronen werden dabei auf ein höheres Energieniveau gehoben. 
Unter Aussendung von Licht (Emission) einer spezifischen Wellenlänge gelangen die 
Elektronen wieder auf ihr ursprüngliches Energieniveau zurück. Die ausgesendete 
Wellenlänge ist dabei länger als die Anregungswellenlänge. Diese Eigenschaft kann für 
die Mikroskopie genutzt werden, indem beispielsweise DNA mit Fluorochromen 
markiert wird. Zwei der am häufigsten verwendeten Fluorochrome sind Fluorescein, 
welches grünes Licht emittiert, wenn es von blauem Licht angeregt wird, und 
Rhodamin, welches rot fluoresziert, wenn es mit grün-gelbem Licht angeregt wird. 
Die Lichtquelle für Anregungswellenlänge des ausgewählten Fluorochroms ist meist 
eine Quecksilberhochdrucklampe. Aus dem gesamten Beleuchtungsspektrum wird mit 











reflektiert Anregungslicht und ist 
durchgängig für emittiertes Licht 
emittiertes Licht 
Emissionsfilter: 
durchlässig für fluorochrom- 
spezifisches Fluoreszenzlicht 
Fluorochroms herausgefiltert. Diese Anregungsstrahlung gelangt auf einen 
dichromatischen Teilerspiegel, der das kurzwellige Erregerlicht reflektiert und das 
langwellige Licht der Emissionsstrahlung durchlässt. Die Anregungsstrahlung gelangt 
durch das Objektiv auf das Präparat und regt dort das Fluorochrom an langwelliges 
Licht zu emittieren. Dieses Licht passiert wiederum den dichromatischen Teilerspiegel 
und trifft auf den Ausgangssperrfilter (Emissionsfilter). Dieser filtert die gewünschte 
Emissionswellenlänge des Fluorochroms heraus und bildet auf diese Weise das 
eigentliche Fluoreszenzbild ab (Abb. 3). 
Weil bei mFISH und mBAND insgesamt sechs verschiedene Fluorochrome zum 
Einsatz kommen, sind entsprechend auch sechs Filter notwendig, die manuell oder 
automatisch gewechselt werden müssen.  




Denaturierung der fixierten 
Chromosomen auf dem Objektträger 
Zugabe der Sonde auf den Objektträger 
Hybridisierung der markierten Sonde
und der chromosomalen DNA 
Signal Detektion  
1.9.3 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) 
In den ersten in situ Hybridisierungen verwendete man zur Markierung der DNA 
radioaktiv markierte DNA- und RNA-Sonden (PARDUE und GALL, 1969). Das 
FISH-Verfahren (engl.: fluorescence in situ hybridisation, FISH) wurde erst Anfang der 
1980er Jahren entwickelt (LANGER et al., 1981). FISH kennzeichnet eine Technik, die 
mit Fluorochromen ganze Chromosomen oder Teile von diesen differenziell markiert 
und sichtbar macht (Abb. 4). Deswegen wird oft auch vereinfacht von „FISH-Färbung“ 
oder „gefärbten Chromosomen“ gesprochen.  
Abb. 4: Schema einer in situ Hybridisierung. 
Dazu wird die zu untersuchende DNA mit einem DNA-Einzelstrang (= Sonde) 
hybridisiert, der mit einem Fluorochrom markiert ist (direktes Markierungsverfahren).
In Kombination kann auch Biotin-16-2'-desoxyuridin-5'-triphosphat (Biotin-dUTP) an 
die DNA-Sonden gebunden sein. Diese wird dann über Streptavidin, das hier wie ein 
Antikörper gegen Biotin funktioniert, nachgewiesen. Streptavidin selbst ist mit dem 






Einzelstrang DNA eines 
denaturierten Chromosoms 
Einzelstrang DNA der Sonde 
dUTP mit Fluorochrom  
dUTP mit nicht-fluoreszierendem 
Hapten (z.B. Biotin) 
Zugabe eines Fluorochrom 
markierten Antikörpers 
Darstellung mit einem Fluoreszenzmikroskop 
Hybridisierung 
Dieses zweite indirekte Markierungsverfahren lässt sich beliebig in der Signalstärke 
erhöhen, indem biotinyliertes Anti-Streptavidin und wiederum Streptavidin plus 
Fluorochrom angelagert wird. Allerdings führt eine zu starke Markierung nach dem 
zweiten Verfahren auch zu Problemen bei der Analyse, weil die direkt markierten 
Signale überstrahlt werden können.  Für das direkte und das indirekte Verfahren 
(Abb. 5) gilt, dass in anschließenden Arbeitsschritten die nicht hybridisierte DNA oder 
RNA entfernt wird, um störende Zusatzsignale zu vermeiden. 
Abb. 5: Direkte und indirekte fluorochromale Markierung. 
Chromosomen, die mit dieser Technik hybridisiert wurden, lassen sich in einem 
Auflicht-Fluoreszenzmikroskop analysieren. Die Auswertung erfolgt je nach 
Komplexität und Anzahl der verwendeten Fluorochrome direkt im Mikroskop oder mit 
Hilfe eines computerunterstützten CCD-Kamera-Aufnahmesystems. 
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1.9.3.1  24-Farben-FISH (mFISH)
Die Technik der „multicolor fluorescence in situ hybridization“ (mFISH) (SPEICHER et
al., 1996), ist die geeignete Methode, Interchange zwischen allen Chromosomen eines 
Chromosomensatzes schnell zu erkennen. Zusätzlich sind alle CA sichtbar, die auch bei 
einer Giemsa-Färbung erkennbar wären. Die Einsatzmöglichkeiten reichen von der 
„Färbung“ einzelner Chromosomen bis hin zur „Färbung“ aller Chromosomenpaare. 
Für strahlenbiologische Studien zur Strahlendosis und Strahlenqualität eignet sich diese 
Methode besonders gut, weil beispielsweise reziproke Translokationen über einen 
längeren Zeitraum (nach Bestrahlung) nachweisbar bleiben und retrospektiv genutzt 
werden können (NATARAJAN und OBE, 1999). Damit die 24 Chromosomen 
(22 Autosomen plus X und Y Chromosom) farbig zu unterscheiden sind, werden fünf 
Fluorochrome plus DAPI  (siehe Abb. 7 in Kapitel „Material und Methoden“) 
eingesetzt. Sechs Einzelbilder, die per Computer-Software überlagert werden, ergeben 
dann ein Gesamtbild, in welchem die 24 Chromosomen in 24 Falschfarben dargestellt 
werden können. Aufgrund der Vielzahl gefärbter Chromosomen, die letztlich per 
Software berechnet werden, ist eine gewisse Vorsicht bei der Auswertung angebracht. 
Vergleichende Untersuchungen mit mBAND haben gezeigt, dass kleine Fragmente in 
mFISH unter Umständen übersehen werden. Dies mag auch an Kalibrierungstoleranzen 
der Untersuchungssoftware liegen, die entweder in die eine oder andere Richtung 
Korrekturen zulässt. 
Eine ähnliche Technik zur Markierung und „Färbung“ aller Chromosomen ist SKY 
(Spektral Karyotyping/Spektrale Karyotypisierung), die zeitgleich zu mFISH von 
SCHRÖCK et al. (1996) entwickelt wurde. 
1.9.3.2 Viel-Farben-Bänderung (mBAND) 
Für die Analyse von Veränderungen innerhalb eines Chromosoms (Intrachangen) oder 
zwischen homologen Chromosomen bietet sich eine Form von Bänderungstechnik für 
das zu untersuchende Chromosom an. Die ersten Methoden, dies mit Hilfe der in situ 
Hybridisierung verwirklichten, waren „chromosome bar codes“ (CBC, LENGAUER et
al., 1993; MÜLLER et al. 1997) und „cross species chromosome painting“ (FERGUSON-
SMITH, 1997, MÜLLER et al., 1998). Deren Genauigkeit erreicht jedoch nicht die 
Auflösung des nachstehend beschriebenen Verfahrens. Methoden mit ähnlichem 
Auflösungsvermögen sind „multicolor chromosome banding“ (MCB, LIEHR et al.,
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2002), Rx-FISH (MÜLLER und WIENBERG, 2001) und „spectral color banding“ (SCAN, 
KAKAZU et al., 2003). Die Methode des „high resolution multicolor banding FISH“
(mBAND) wurde für das Chromosom 5 erstmalig 1999 von der Firma Metasystems 
vorgestellt (CHUDOBA et al., 1999). Inzwischen sind aber für alle menschlichen 
Chromosomen, außer dem Y-Chromosom, mBAND-Sonden verfügbar (METASYSTEMS,
2003)
Sieben teilweise überlappende DNA-Bibliotheken sind für Chromosom 5 erstellt 
worden (zwei für den p-Arm und fünf für den q-Arm). Die Markierung wird mit fünf 
verschiedenen Fluorochromen durchgeführt. Vier davon werden direkt an Nukleotide 
gebunden. Die fünfte Sonde ist mit Biotin markiert, das mit Streptavidin-Cy™5
detektiert wird. Die Überlappung der Fluoreszenz-Sonden bewirkt eine unterschiedliche 
Leuchtintensität am Chromosom. Diese Unterschiede können per Computer in 
Falschfarben umgerechnet werden und erzeugen auf diese Weise die charakteristische 
Bänderung von mBAND gefärbten Chromosomen. Obwohl DNA-Sonden für fast alle 
Chromosomen verfügbar sind, ist allerdings von deren gleichzeitigen Einsatz für 
verschiedene Chromosomen aus Gründen der Übersicht und der Zuordnung der Banden 
abzuraten. Fragmente verschiedener Chromosomen wären hinsichtlich der Banden nicht 
mehr sicher zuzuordnen. 
Abb. 6: Bandendarstellung in mBAND (Mit freundlicher Genehmigung von METASYSTEMS©).
Mit mBAND können perizentrische Inversionen (NATARAJAN et al., 1996), 
parazentrische Inversionen oder Intrachange und komplexe Interchange erkannt werden. 
Bei Johannes et al. (1999) werden Analysen von strahleninduzierten chromosomalen 
Veränderungen mit mBAND an Chromosom 5 beschrieben. 
Weil aber nur ein Chromosom mit mBAND markiert ist, kann man in stark 
fragmentierten Chromosomen unmöglich feststellen, welches weitere mit DAPI 
markierte Chromosom (fortan als DAPI-Chromosom bezeichnet) an einer Aberration 
beteiligt ist. Insertionen des gebänderten Chromosoms sind daher kritisch zu betrachten. 
Ein insertiertes gebändertes Fragment muss nicht zwangsläufig eine klassische Insertion 
in ein anderes Chromosom darstellen. Formal denkbar wäre auch eine komplexe 
Translokation zwischen drei verschiedenen Chromosomen, die wie eine Insertion in ein 
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Chromosom aussieht. Ähnlich verhält es sich bei reziproken Translokationen. Nur wenn 
das nicht gebänderte Fragment eindeutig zuzuordnen ist, kann man sich bei dieser 
Aberration sicher sein. Eine selbst durchgeführte Kontrolle mit mFISH hat die Existenz 
solcher Insertionen bestätigt, die tatsächlich komplexe Translokationen zwischen drei 
Chromosomen oder mehr sind. Sofern man eine Aussage über die Anzahl von 
Insertionen und reziproken Translokationen treffen möchte, sollte man bedenken, dass 
einige dieser Aberrationen komplexere Translokationen sein könnten. Mit mBAND ist 
es möglich, Bruchpunkte als SORBs (engl.: selected observed residual breakpoints) zu 
lokalisieren (SAVAGE, 1991; OBE et al., 2002). Die SORBs können den 
Falschfarbbanden zugeordnet werden. Auf diese Weise lassen sich Bruchhäufungen  
(engl.: Hot Spots),  im Chromosom lokalisieren. Für eine exakte Zuordnung der 
Bruchpunkte und deren Übertragung auf entsprechende G-Banden ist es allerdings 
notwendig, die Emmissionsspektren in mBAND zu analysieren (JOHANNES et al.,
1999).
1.9.3.3 Pan-Zentromer-Färbung
Die Pan-Zentromer-Färbung ist eine FISH-Färbung, bei der die Zentromere aller 
menschlichen Chromosomen mit Fluorochromen markiert werden und im 
Fluoreszenzmikroskop rot leuchten. Die Chromosomen werden mit DAPI gegengefärbt 
und leuchten blau. Diese Technik eignet sich besonders für die Auswertung von CA, bei 
denen mindestens zwei Zentromere vorhanden sind (etwa DIZ) oder bei 
Chromosomenpräparaten, deren Zentromere bei Verwendung anderer Färbetechniken 
schwer zu erkennen sind.
1.10 Analyse und Auswertung in mBAND
Die Analyse von mBAND gefärbten Präparaten ist oft schwierig, weil mit dieser 
Methode Aberrationen sehr differenziert analysiert werden können. Herkömmliche 
Bezeichnungen, wie Insertionen und reziproke Translokationen, können die 
Aberrationen nicht immer ausreichend beschreiben. Bei einer Zelle, deren 
Chromosomen stark fragmentiert sind, lässt sich anhand eines Chromosoms nicht mit 
Sicherheit sagen, ob eine Translokation reziprok ist oder nicht. Einlagerungen des 
gebänderten Chromosoms zwischen zwei DAPI gefärbten Fragmenten (fortan als 
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DAPI-Fragmente bezeichnet) müssen nicht unbedingt eine „klassische“ Insertion sein. 
Eine Translokation zwischen drei Chromosomen oder mehr wäre auch denkbar. 
Zur genauen Beschreibung der Aberrationen ist es unumgänglich einen Analysecode zu 
benutzen, mit dem eine weitgehend vollständige Rekonstruktion der ursprünglichen 
Aberration möglich ist. Bisherige Nomenklaturen, wie „PAINT“ (TUCKER et al., 1995; 
SAVAGE und TUCKER, 1996), „mPAINT“ (CORNFORTH, 2001), „S&S“ oder „CAB“ 
(SAVAGE and SIMPSON, 1994a, b) sind nicht ausreichend, weil sie die für mBAND 
charakteristische Bänderungstechnik nicht berücksichtigen. Eine für diese Untersuchung 
entwickelte Nomenklatur (siehe Kapitel „Ergebnisse“), die mit mBAND anwendbar ist, 
greift auf Aspekte der verschiedenen Systeme zurück, damit eine Vergleichbarkeit der 
gesammelten Daten gewährleistet bleibt. 
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1.11 Gegenüberstellung von Giemsa-, mFISH- und 
mBAND-Technik
Die Angaben „ja“ und „nein“ sind nicht absolut zu sehen, sondern stellen den 
Normalfall dar. In Ausnahmefällen ist eine Auswertung bei „nein“ dennoch möglich.  










a) perizentrische Inversionen 







Insertionen nein  ja  ja  
interstitielle Deletionen nein (nicht von 
terminalen Deletionen 
zu unterscheiden!) 





terminale Deletionen nein (nicht von 
interstitiellen Deletionen 
zu unterscheiden!) 





Translokationen (reziprok) nein ja ja (eingeschränkt) 
Translokationen  
(in homologen Chromosomen) 
nein nein ja  
Translokationskomplexe  nein ja ja  
intrachromosomale 
Translokationen 
nein nein ja  
interchromosomale. 
Translokationen 
ja (eingeschränkt)  ja  ja  
Fragmente ja (bei vielen 
Fragmenten ist die 
Zuordnung  schwierig 
oder unmöglich)  
ja  ja  
Ringe ja ja ja  
DIZ ja ja ja  
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1.12 Ziele dieser Arbeit 
Astronauten sind während ihrer Weltraumflüge verschiedenen ionisierenden Strahlen, 
wie Röntgenstrahlung, Schwerionenstrahlung oder kosmischer Strahlung, ausgesetzt. 
Die Dosis entspricht etwa 0,5-1 mSv pro Tag (DURANTE, persönliche Mitteilung). 
Entsprechende dosimetrische Grenzwerte für Astronauten werden bei SINCLAIR (1984, 
2000) beschrieben. Terrestrische Untersuchungen haben gezeigt, dass ionisierende 
Strahlen CA induzieren und somit mutagen sind (OBE et al., 1992). Forschungen an 
Astronauten von D2- und MIR-Missionen ergaben, dass unter Weltraumbedingungen 
CA induziert werden, deren Häufigkeit mit dem Ausmaß der Strahlenexposition 
korreliert ist (OBE et al., 1997, YANG et al., 1997; GRECO et al., 2002).
Schwere Fe-Ionen können auf der Erde nur aufwendig erzeugt werden. Sie kommen 
aber im Weltraum natürlicherweise vor. Ihr Einfluss auf die Chromosomen ist auf der 
Erde und im Weltraum immer noch nicht geklärt (SCHIMMERLING et al., 1998).  Der 
Wirkungsanteil der Fe-Ionen an der gesamten Strahlenexposition im Weltraum ist  
allerdings erheblich (NCRP, 2000). Wenn schwere Ionen auf Materie auftreffen, kann 
materialabhängig Sekundärstrahlung erzeugt werden, deren Qualitätsfaktor höher sein 
kann als die ursprüngliche Strahlung. Für die Abschätzung des genetischen Risikos in 
der bemannten Raumfahrt ist es wichtig zu wissen, welche CA in welchen Verteilungen 
von schweren Ionen verursacht werden können. 
Ein Ziel der vorliegende Arbeit ist die Analyse von CA in menschlichen PBL, die nach 
Einwirkung ionisierender Strahlen, speziell von schweren Fe-Ionen mit einer Energie 
von 200 MeV/n und 500 MeV/n, entstehen. Für die Analyse wurden PBL verwendet, 
die in vitro mit schweren 56Fe26+-Ionen im „National Institute for Radiological 
Sciences“ (NIRS) in Chiba (Japan) bestrahlt wurden, sowie Blut von Astronauten der 
internationalen Raumstation ISS. 
Analysiert wurden bei der in vitro Bestrahlung vorzeitig kondensierte Chromosomen 
und bei den Astronauten Metaphasechromosomen. Intrachromosomale CA (etwa 
Inversionen, interstitielle Fragmente und intrachromosomale Translokationen) sowie 
komplexe interchromosomale CA sind Schwerpunkte der Analyse. Für die 
Untersuchungen wurden neben der klassischen Giemsa-Färbung die modernen 
Verfahren mFISH, mBAND und die Pan-Zentromer-Färbung eingesetzt. Diese 
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Techniken ermöglichen es komplexe CA sichtbar zu machen. Die mFISH-Technik 
erlaubt reziproke Translokationen oder komplexe Aberrationen aus mehreren 
Chromosomen zu erkennen. Mit mBAND können aufgrund der speziellen 
Bänderungstechnik komplexe Aberrationen auch innerhalb eines Chromosoms 
dargestellt werden. Ein Vergleich der mit diesen Methoden erstmalig erhobenen Daten 
soll neue Zusammenhänge zwischen den verschiedenen Aberrationen aufdecken und zu 
einem besseren Verständnis der Induktion von Chromosomenaberrationen beitragen. 
Vergleichend werden für die vorliegende Untersuchung Ergebnisse von JOHANNES et al.
(2003) aus in vitro Bestrahlungen mit Röntgenstrahlen und Neutronenstrahlen sowie 
eine Behandlung mit der Restriktionsendonuklease AluI herangezogen. 
Aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften besitzen schwere Ionen eine sehr hohe 
relative biologische Wirksamkeit, so dass man mit massiven Schäden rechnen muss. Es 
wäre interessant zu erfahren, ob CA induziert werden können, die typisch für schwere 
Ionen sind, damit eine „Signatur“ oder ein „Fingerabdruck“ für die Wirkung dieser 
dicht ionisierenden Strahlen erstellt werden kann, wie ANDERSON et al. (2000, 2003) es 
beispielsweise für Alpha-Partikel vorschlagen. Die Ergebnisse können bei der 
Entwicklung von Schutzmaßnahmen für Langzeitaufenthalte im Weltraum hilfreich 
sein. Besonders im Hinblick auf bemannte Flüge zum Mars müssen entsprechende 
Schutzmaßnahmen gegen die ionisierende Strahlung getroffen werden 
(OBE et al., 1999; SIMONSEN et al., 2000).
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2. Material und Methoden 
2.1 Mit Fe-Ionen in vitro bestrahlte PBL 
Die Präparate wurden aus PBL hergestellt, die freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. 
Marco Durante (Dipartimento di Scienze Fisiche, Università "Federico II" Monte S. 
Angelo, Via Cintia, 80126 Napoli, Italien) zur Verfügung gestellt wurden. Nach seinen 
Angaben stammte das Blut von einer gesunden 40 Jahre alten weiblichen Spenderin. 
Ihre PBL wurden in einem Vacutainer CPT isoliert, in RPMI 1640 Medium mit 20% 
Serum (ohne PHA) resuspendiert und mit einer Spritze in eine 1 ml Plexiglasküvette 
umgefüllt. Die Bestrahlungskammer sowie die Küvette hatten eine Wandstärke von 
1 mm. 
Die PBL wurden anschließend in vitro mit schweren Eisenionen bei Zimmertemperatur 
im Schwerionen-Beschleuniger HIMAC  am National Institute for Radiological Science
(NIRS, Chiba, Japan) bestrahlt (56Fe26+-Ionen mit einer Energie im Vakuum von 
200 MeV/n und 500 MeV/n; Dosen: 0,5 Gy, 0,75 Gy, 1 Gy, 2 Gy, 3 Gy, 4 Gy).  Der 
Maximalwert der Energie lag am Ort der Bestrahlung für Ionen mit 200 MeV/n bei 
effektiv 115 MeV/n (mittlerer LET 442 keV/µm) für Ionen mit 500 MeV/n bei effektiv 
414 MeV/n (mittlerer LET 200 keV/µm). Die Energieabnahme erklärt sich durch die 
verschiedenen Eindringtiefen in Wasser von 8 mm für Ionen mit 200 MeV/n und 71.6 
mm für Ionen mit 500 MeV/n. Die Energiedosisleistung war 1 Gy/min. Wird für den 
Zellkern menschlicher PBL ein Durchmesser von etwa 6 µm vorausgesetzt, dann ist 
anzunehmen, dass bei einer Dosis von 1 Gy statistisch ein Ion den Zellkern durchquert 
(JOHANNES et al., 2003). Umgehend nach der Bestrahlung wurden die Zellen bei 37°C 
in Kultur gegeben und die Chromosomen mit Calyculin A vorzeitig kondensiert. 
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Die bestrahlten PBL wurden mit folgenden zytogenetischen Methoden analysiert: 









Kontrolle 252 - - 
0,5 Gy Fe-Ionen 200 Me V/n 151 - - 
1 Gy Fe-Ionen 200 MeV/n 144 - 152 
0,5 Gy Fe-Ionen 500 MeV/n 244 - - 
0,75 Gy Fe-Ionen 500 MeV/n 262 - - 
1 Gy Fe-Ionen 500 MeV/n 432 183 234 
2 Gy Fe-Ionen 500 MeV/n 70 - - 
3 Gy Fe-Ionen 500 MeV/n 108 - - 
4 Gy Fe-Ionen 500 MeV/n 248 128 202 
Tab. 5: Anzahl untersuchter Zellen pro Dosis und Untersuchungsmethode. 
2.2 Mit kosmischer Strahlung in vivo bestrahlte PBL 









Astronaut 1 – vor dem Flug - 251 1677 
Astronaut 1 – nach dem Flug - 155 1687 
Astronaut 2 – vor dem Flug - 105 2438 
Astronaut 2 – nach dem Flug - 113 1068 
Astronaut 3 – vor dem Flug 129 103 2316 
Astronaut 3 – nach dem Flug 120 192 1052 
Tab. 6: Anzahl untersuchter PBL und Methoden, für einen Taxiflug zur Raumstation ISS mit einer 
Aufenthaltsdauer von neun Tagen. 
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Der kurze Weltraumaufenthalt („Taxiflug“) dient als Kontrolle (Tab. 6). Stellvertretend 










Astronaut 4 – vor dem Flug 106 90 1020 
Astronaut 4 – nach dem Flug 102 155 659 
Astronaut 5 – vor dem Flug 103 231 851 
Astronaut 5 – nach dem Flug 150 180 811 
Astronaut 6 – vor dem Flug 102 273 902 
Astronaut 6 – nach dem Flug 102 155 325 
Tab. 7: Anzahl untersuchter PBL und Methoden, für Astronauten eines Langzeitfluges zur 
Raumstation ISS mit einer Aufenthaltsdauer von fünf Monaten. 
Alle Astronauten  in der Raumstation ISS (Taxiflug und Langzeitbesatzung) befanden 
sich auf einer mittleren Höhe von 360-450 Km unterhalb des Van Allen-Gürtels. Die 
Strahlendosis vor Ort war etwa 0,5-1 mSv pro Tag (DURANTE, persönliche Mitteilung). 
2.3 Sterile Arbeitsbedingungen 
Voraussetzung für die Kultivierung menschlicher PBL ist steriles Arbeiten. Deshalb 
wird in einem Sterilraum unter einer Laminair gearbeitet. Vor und nach der Arbeit wird 
die Arbeitsfläche mit Melsept abgerieben. Sämtliches Einwegverbrauchsmaterial wird 
steril vom Hersteller geliefert. Glasartikel werden bei 180 °C zweimal sterilisiert. 
Hitzeempfindliche Materialen, wie Pipettenspitzen, werden bei 120 °C und 1 bar Druck 
50 Minuten autoklaviert. Die Gebrauchslösungen werden entweder vom Hersteller steril 
geliefert oder durch einen Sterilfilter mit einer Porengröße von 0,1µm filtriert. 
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2.4 Kultivierung von PBL und Chromosomenpräparation 
Das Blut wird einem Probanden aus der Armvene direkt in ein mit Heparin 
beschichtetes Röhrchen entnommen. Zu 0,5 ml Vollblut werden 4,0 ml Medium 
(McCoy’s 5A.) gegeben. Das Medium enthält Kohlenstoffhydrate, essentielle 
Aminosäuren, Carbonatpuffer, Vitamine und Antibiotika zur Vermeidung von 
Bakterienwachstum. Zur Wachstumsförderung der Blutzellen werden 0,5 ml fetales 
Kälberserum (FKS) zugegeben. Die Anregung zur Zellteilung erfolgt mittels 
Phytohämagglutinin (PHA) (NOWELL, 1960), das in einer Menge von 0,12 ml 
zugegeben wird. Die so angesetzte Kultur wird bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.
2.4.1 Standardkultur für PBL 
Nach 48 Stunden befinden sich die meisten Zellen der Kultur in der ersten Mitose. Etwa 
drei Stunden vorher, also bereits nach 45 Stunden,  wird den Kulturen Colcemid® 
hinzugegeben. Colcemid® ist ein synthetisches weitaus giftigeres Analog zu Colchizin, 
welches ein Alkaloid der Herbstzeitlose ist. Es verhindert den Aufbau des 
Spindelapparates, so dass die Chromosomen in einem Metaphase ähnlichen Stadium 
(C-Metaphase) arretiert werden. Alle verwendeten Präparate aus dem Blut von 
Astronauten waren C-Metaphasen (fortan einfach als Metaphasen bezeichnet). 
2.4.2 Vorzeitige Chromosomen-Kondensation (PCC) 
Für biodosimetrische Untersuchungen wurde die Methode der vorzeitigen 
Chromosomen-Kondensation (engl.: premature chromosome condensation, PCC) schon 
vor vielen Jahren als geeignet vorgeschlagen (PANTELIAS und MAILLIE, 1984). Die 
Chromosomen können mit Calyculin A, einem Phosphatase-Inhibitor, in jeder Phase 
des Zellzyklus vorzeitig zur Kondensation gebracht werden (GOTOH et al., 1995). 
Schäden in der G1-, G2- und M-Phase können daher mit PCC erfasst werden. Die 
Anzahl erfasster Aberrationen ist in PCC oft höher als in klassischen 
Metaphasen-Präparationen (GEORGE et al., 2001b). 
Im Falle einer schlecht wachsenden Blutkultur können trotzdem vergleichsweise viele 
Chromosomen in PCC generiert werden. Außerdem bleibt die Auswahl der Zellen für 
die Untersuchung nicht auf Metaphasezellen konzentriert, was ja eine Selektion der 
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untersuchten Zellen bedeuten würde (DURANTE et al., 1998). Nach der Bestrahlung 
wurden die PBL in RPMI 1640 Medium mit 20% FKS Serum, 1% PHA und Antibiotika 
suspendiert und insgesamt 48 Stunden bei 37 °C inkubiert. Nach etwa 44 Stunden 
wurden 400µl Colcemid® dem Medium zugegeben und weitere 4 Stunden inkubiert.  
Nach einer Kulturzeit von bis dahin 47 Stunden erfolgte die Zugabe von 5µl 
Calyculin A mit einer Endkonzentration von 50 nM (Stammlösung: 0,1 mM in Ethanol 
bei -20°C) für 45 Minuten bei 37°C. Dabei kondensieren die Chromosomen vorzeitig. 
Obwohl PCC auch mit Vollblutkulturen funktioniert, wurden mit isolierten PBL die 
besten Ergebnisse erzielt (DURANTE et al., 1998). Alle Chromosomen-Präparate zur 
Untersuchung der Wirkungsweise von schweren Ionen erfolgten mit PCC. 
2.5 Chromosomenpräparation 
Die Chromosomenpräparation findet nicht unter sterilen Bedingungen statt. 
1. Zentrifugieren, 5 min bei 1000 U/min (entspricht 120 g) 
2. Absaugen des Überstands auf 900-1000 µl 
3. Zugabe von 5ml 5M KCl und 10 min Einwirkdauer (hypotoner Schock) 
Aufgrund osmotischer Vorgänge platzen die Erythrozyten. Die PBL hingegen 
quellen auf und zerplatzen erst beim Auftropfen (vgl. Schritt 12) 
4. Zentrifugieren, 5 min bei 1000 U/min (entspricht 120 g) 
5. Absaugen des Überstands auf  900-1000 µl 
6. Erste Fixierung: Zugabe von 5 ml Fixiergemisch (Methanol und Essigsäure, 3:1) 
auf einem Schüttler. Bei der ersten Zugabe sollte tropfenweise Fixativ 
zugegeben werden. Es kommt zur Denaturierung der Proteine. Der Alkohol im 
Fixativ führt zu Wasserentzug, wodurch die Zellen unter Beibehaltung ihrer 
Struktur abgetötet werden.
7. Zentrifugieren, 5 min bei 1000 U/min (entspricht 120 g) 
8. Absaugen des Überstands auf  900-1000 µl 
9. Zweite Fixierung wie unter 6. 
10. Zentrifugieren, 5 min bei 1000 U/min (entspricht 120 g) 
11. Absaugen des Überstands auf  900-1000 µl 
12. Dritte Fixierung wie unter 6. 
13. Zentrifugieren, 5 min bei 1000 U/min (entspricht 120 g) 
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14. Absaugen des Überstands bis auf etwa 500µl 
15. Auftropfen der Zellen auf  trockene fettfreie Objektträger 
Die gequollenen PBL platzen und geben die Chromosomen frei. Diese liegen 
idealerweise gut gespreitet und in Gruppen zu 46 auf dem Objektträger.  
Die freien Hydroxylgruppen des Silicium-Hydroxids des Glasobjektträgers 
machen die Oberfläche hydrophil und leicht negativ geladen. So können sich die 
positiven NH3+-Gruppen der Proteine, die mit der DNA in Verbindung stehen, 
mit der Glasoberfläche verbinden. Eine Eindeckelung ist daher nicht 
erforderlich.  
16. Die Objektträger mit den präparierten Chromosomen (Präparate) werden an der 
Luft getrocknet. FISH-Färbung sollte erfahrungsgemäß erst einen Tag später 
erfolgen, um eine gute Hybridisierung zu gewährleisten. 
Als Vorbehandlung für FISH wurde gegen unerwünschte RNA und Proteine eine 
RNase A-Behandlung und eine Behandlung mit Pepsin für die in situ Hybridisierung
vorgenommen.
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2.6 FISH und Giemsa 
2.6.1 Verwendete DNA-Sonden 
Für die in situ Hybridisierungen wurde folgendes Material sowie das entsprechende 
XCyte Lab Manual (Stand: 2001) der Firma METASYSTEMS© GmbH (Robert Bosch 
Strasse 6, 68804 Altlussheim, Germany) verwendet: 
Das 24-Farben mFISH-Kit enthält 24 verschiedene Chromosomen-Sonden entsprechend 
den 24  menschlichen Chromosomenpaaren. Jede dieser Sonden ist mit einer von fünf 
verschiedenen Fluorochromen oder einer Kombination aus diesen markiert (Abb. 7).  
Verwendete FISH-Kits (a-c): 
a. 24XCyte D-0125-120-MC – 24 Farben Kit, 120µl 
    Lagerung bei –20 °C 
Spektren der verwendeten Fluorochrome entsprechen den Farbstoffen FITC, Spectrum 
Orange™, Texas Red® und DEAC (Diethylaminocoumarin). Als weitere Markierung 
wurde Biotin verwendet, wofür eine Detektion mit Streptavidin-Cy™5 notwendig ist 
(B-tect).
b. XCyte 5 D-0205-120-MC – Chromosom 5 spezifisches mBAND Kit, 120µl  
    Lagerung bei –20 °C 
Chromosom 5 spezifische DNA-Sonden-Mischung, die sich aus teilweise 
überlappenden regionsspezifischen „Paints“ zusammensetzt, die mit verschiedenen 
Fluorochromen unterscheidbar markiert sind (Abb. 8). In Kombination mit der 
Analyse-Software ISIS (engl.: in situ imaging software, METASYSTEMS©) können 
Analysen in mFISH und mBAND durchgeführt werden. Spektren der verwendeten 
Fluorochrome entsprechen den Farbstoffen FITC, Spectrum Orange™, Texas Red® und 
DEAC.
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Als weitere Markierung für mFISH und mBAND wurde Biotin verwendet, das mit 
Streptavidin-Cy™5 detektiert wird. Hierfür wird ein B-tect-Kit mitgeliefert. 
c. B-tect D-0901-120-NI – Biotin Kit 
2x 1000 µl  Blockierungs-Reagenz, Lagerung bei –20 °C 
20 µl  Detektion 1+3, Lagerung bei –20 °C 
10 µl  Detektion 2, Lagerung bei –20 °C 
200 µl   DAPI/Anti-Fade, Lagerung bei 4 °C 
Die Gegenfärbung wird mit DAPI durchgeführt. Das Kit mit einem Volumen von 120µl 
ergibt 10 Hybridisierungen bei Verwendung eines Deckglases in der Größe 22x22 mm 
oder 16 Hybridisierungen bei einem Deckgläschen von 18x18 mm. 
Das Protokoll ist für mFISH- und mBAND-Hybridisierungen gleich. An entsprechender 
Stelle muss lediglich die gewünschte „Sonden-Mischung“ verwendet werden. 
Die Anregungs- und Emissionsmaxima der verwendeten Fluorochrome einschließlich 
der DAPI-Gegenfärbung, die in der mFISH- oder mBAND-Untersuchung benutzt 












DEAC 426 nm 480 nm blau/türkis blau 
FITC 502 nm 530 nm grün türkis 
Spectrum Orange™ 559 nm 588 nm gelb grün 
Texas Red® 595 nm 615 nm rot gelb/orange 
Cy™5 649 nm 670 nm fast infrarot rot 
DAPI 345 nm 455 nm hellblau violett 
Tab. 8: Anregungs- und Emissionsmaxima für FISH-Fluorochrome (METASYSTEMS©, 2001, 2003). 
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Abb. 7: Hybridisierungs-Schema für mFISH 
(Mit freundlicher Genehmigung von METASYSTEMS©).
Abb. 8: Hybridisierungs-Schema für mBAND 
(Mit freundlicher Genehmigung von METASYSTEMS©).
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2.6.2 Ausstattung 
x Wasserbad für 37 °C, 70 °C und 75 °C 
x Kühlschrank (4 °C) 
x Gefrierschrank (-20 °C) 
x Brutschrank (37 °C) 
x Mikrozentrifuge
x Küvetten (500µl) 
x Objektträger Küvetten für 70 ml oder 100 ml Füllmenge 
x Feuchtekammer 
x Mikropipetten: 1 µl - 20 µl, 50 µl - 100 µl, 500 µl - 1 ml 
x pH-Meter, Indikatorpapier 
x Thermometer bis mindestens 80 °C 
x Stoppuhr
x Latex Handschuhe 
x Deckgläser 18x18 mm2 oder 22x22 mm2 oder 24x24 mm2
x Klebstoff zum Versiegeln, beispielsweise Fixogum (Marabu) 
x Präparate
2.6.3 Material und Reagenzien 
Material für die Behandlung mit RNase A 
x 25 mg RNase A in 2,5 ml 2x SSC. Inkubation für 10 min bei 37 °C 
x Lagerung in 100 µl Eppendorf Gefäßen bei -20 °C 
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Material für die Behandlung mit Pepsin
x 1N HCl 
x 1xPBS (Phosphat gepufferte Salzlösung: 120 mM NaCl, 7 mM Na2HPO4, 3 mM 
NaH2PO4 und 2,7 mM KCl, Fertiglösung) 
x 70%, 90%, 100% Ethanol 
x Pepsin-Vorratslösung: 1g Pepsin (Sigma, P-7012) in 50 ml steril destilliertem 
Wasser. In 500 µl Vorratsgefäßen kann die Pepsin Vorratslösung bei –20 °C 
aufbewahrt werden. 
x Fixierlösung:
1% Formaldehyd in 1xPBS + 50 mM MgCl2
60 µl 37% Formaldehyd 
2 ml 1x PBS 
100 µl 1N MgCl2
Diese Gebrauchslösung kann bei 4 °C etwa 3-5 Tage aufbewahrt werden. 
Material für die Hybridisierung 
x Aqua dest. (destilliertes Wasser) 
x 100% Ethanol
x 1N NaOH (40 g Natriumhydroxid Tabletten/Liter Aqua dest. (M = 40,00 g/mol)) 
x 1xPBS
x Tween 20 (Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat-Lösung)
x 20xSSC (Natriumsalz-Zitrat- Puffer, Fertiglösung: 3.0 M NaCl und 0.3 M 
Natrium-Zitrat, Fertiglösung). 
x 4xSSCT (4xSSC + 0,05% Tween 20) 
x Pepsin
x 1N HCl (1N Salzsäure) 
x 37% Formaldehyd (Formalin) 
x 1M MgCl2  Lösung: 9,52 g MgCl2 (M = 95,21 g/mol) oder  
20,33 g MgCl2 · 6 H2O (Magnesiumchlorid-Hexahydrat, M = 203,30 g/mol). 
Zugabe von Wasser bis zur Endmenge von 100ml 
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Behandlung mit Ethanol 
Eine Ethanol-Verdünnungsreihe ist notwendig zur Re- und Dehydrierung der 
Chromosomenpräparate. Der Rehydrierungsprozess stellt sicher, dass die Chromosomen 
für nachfolgende Wasch- oder Inkubationsschritte entsprechend vorbereitet sind. 
2.6.4 mFISH und mBAND 
Behandlung mit RNase A 
Für die FISH-Färbungen mit DNA-Sonden können sich zwei Bestandteile in den 
Chromosomenpräparaten als störend erweisen. Dies sind einerseits verschiedene 
Bestandteile des Zellplasmas, andererseits auch chromosomale Proteine, die eine in situ
Hybridisierung oder nicht radioaktive Detektion erschweren können (NENNO et al.
1994). Ausserdem können auch Reste von RNA im Präparat hinderlich sein, weil die 
Sonden potenziell auch mit ihnen hybridisieren können und sie damit falsche positive 
Signale verursachen. Abweichend vom Protokoll von METASYSTEMS© (2001) wurde 
hier eine zusätzliche RNase-Behandlung durchgeführt: 
x 125 µl RNase-Lösung pro Objektträger, Abdeckung mit einem großen Deckglas 
(Parafilm war bei trockenen Präparaten nicht geeignet) 
x 1 Stunde in der Feuchtekammer bei 37 °C 
x Deckgläser entfernen und die Präparate 3x5 min in 2xSSC bei 
Zimmertemperatur waschen. 
Behandlung mit Pepsin 
x 1ml 1N HCl zu 99 ml H2O bei 37 °C 
x 500 µl Pepsin-Vorratslösung zugeben, gut mischen 
x Unverzüglich die Präparate in die Lösung geben und inkubieren (2 min für PBL) 
x Abweichend vom Originalprotokoll wurde eine Inkubationszeit von 1 min 
verwendet.
x 3 min Waschen in 1xPBS 
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x 100 µl der Fixierlösung auf jedes Präparat geben, ein 24x60 mm2 Deckglas 
auflegen und für 10 min bei Zimmertemperatur inkubieren 
x 3 min Waschen in 1xPBS 
x Dehydrierung in 70%, 90%, 100% Ethanol für jeweils 2 min 
x Lufttrocknen der Präparate 
Für eine mehrtägige Lagerung sollten die Präparate bei -20 °C eingefroren werden. 
Hinweis: Wenn die Pepsin-Behandlung unmittelbar vor der Hybridisierung 
durchgeführt wird, kann die Ethanolreihe für Dehydrierung und Rehydrierung entfallen. 
Stattdessen können die Präparate direkt von 1xPBS in das auf 70 °C heiße 2xSSC des 
nächsten Behandlungsschritts gebracht werden. 
Vorbehandlung und Denaturierung der Chromosomenpräparate 
x Rehydrierung in 100%, 70%, 50%, 30% Ethanol für jeweils 1 min 
x Präparate für 1 min in 0,1xSSC bei Zimmertemperatur behandeln 
x Präparate für 30 min in 2xSSC bei 70 °C behandeln 
x Küvette mit Objektträger aus dem Wasserbad nehmen und auf 37 °C abkühlen 
lassen (Dauer etwa 20 min) 
Hinweis: Hier kann bereits mit der Denaturierung der DNA-Sonde aus dem 
nächsten Arbeitsabschnitt begonnen werden! 
x Präparate für 1 min in 0,1xSSC bei Zimmertemperatur geben 
x Denaturierung für 1 min in 0.07 N NaOH bei Zimmertemperatur 
x Präparate für 1 min in 0,1xSSC (4 °C ) behandeln 
x Präparate für 1 min in 2xSSC (4 °C) behandeln 
x Dehydrierung in 30%, 50%, 70%, 100% Ethanol für jeweils 1 min 
x Lufttrocknen der Präparate 
  Material und Methoden46
Sondendenaturierung und Hybridisierung 
x Die erforderliche Menge der „Sonden-Mischung“ (für mFISH oder mBAND) in 
ein Eppendorf Gefäß pipettieren 
7 µl für ein 18x18 mm2 Deckglas 
10 µl für ein 22x22 mm2 Deckglas 
12 µl für ein 24x24 mm2 Deckglas 
x Denaturierung der Sonde bei 75 °C für 5 min 
x Kurz in Eis abkühlen 
x Bei 37 °C für 30 min inkubieren 
x „Sonden-Mischung“ kurz zentrifugieren 
x Die denaturierte und vorhybridisierte „Sonden Mischung“ auf die denaturierten 
Chromosomenpräparate pipettieren 
x Mit einem Deckglas abdecken 
x Die Ränder mit Universalkleber versiegeln 
x Inkubation in einer feuchten Kammer bei 37 °C für 2-4 Tage 
Waschabläufe und Detektion der mit Biotin markierten Sonde mit Cy™5
x Vorsichtiges Entfernen der Versiegelung 
x Präparate in 1xSSC (75 °C) für 5 min waschen 
x Inkubieren der Präparate in 4xSSCT bei Zimmertemperatur für 5 min 
Blockierung
x 50 µl des Blockierungs-Reagenz auf jedes Präparat geben, mit einem 
24x60 mm2 Deckglas bedecken und bei 37 °C für 10 min inkubieren. 
x Deckgläser entfernen und die Präparate kurz in 4xSSCT behandeln 
Detektion 1: 
x Für jedes Präparat müssen 50 µl Blockierungs-Reagenz und 1 µl „Detektion 
1+3“ Reagenz gemischt werden. Anschließend werden 50 µl auf jedes Präparat 
gegeben und mit einem 24x60 mm2 Deckglas bedeckt. Inkubation bei 37 °C für 
15 min 
x Präparate 2x3 min in 4xSSCT spülen. 
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Detektion 2: 
x Für Signalverstärkung müssen 50 µl Blockierungs-Reagenz und 1 µl 
„Detektion 2“ Reagenz gemischt werden. Anschließen werden 50 µl auf jedes 
Präparat gegeben und mit einem 24x60 mm2 Deckglas bedeckt. Inkubation bei 
37 °C für 15 min 
x Präparate 2x3 min in 4xSSCT spülen. 
Detektion 3 (vgl. Detektion 1): 
x Für jedes Präparat müssen 50 µl Blockierungs-Reagenz und 1 µl „Detektion 
1+3“ Reagenz gemischt werden. Anschließen werden 50 µl auf jedes Präparat 
gegeben und mit einem 24x60 mm2 Deckglas bedeckt. Inkubation bei 37 °C für 
15 min 
x Präparate 2x3 min in 4xSSCT spülen. 
Hinweis: Die Detektionen 2 und 3 sind nur notwendig, wenn das Cy™5 Signal zu 
schwach ist und verstärkt werden muss. 
Gegenfärbung mit DAPI: 
x 1x3 min in 1xPBS waschen 
x Restflüssigkeit ablaufen lassen und Präparate lufttrocknen 
x 20 µl DAPI/Anti-Fade auf jeden Objektträger geben 
x mit einem 24x60mm2 Deckglas bedecken 
Die Präparate können bei einer Lagerung von -20 °C für bis zu 6 Monate verwendet 
werden. Nach eigener Erfahrung eignen sich mBAND Präparate auch noch 2 Jahre 
später für eine erfolgreiche Analyse. 
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2.6.5 Hybridisierung mit einer Pan-Zentromer-Sonde 
Zur Sicherung der Auswertung wurden Kontrolluntersuchungen durchgeführt. 
Abgesehen von dem mBAND gefärbten Chromosom 5 war es manchmal schwierig die 
Zentromere der übrigen Chromosomen zu erkennen und so DIZ zu entdecken. Deshalb 
wurde für die Präparate mit Bestrahlungen von 1 Gy 200MeV/n, 1 Gy 500 MeV/n und 
4 Gy 500 MeV/n eine Pan-Zentromer-Sonde für FISH eingesetzt.  
Vorbereitung der Präparate
Es wurden die bereits beschriebenen Protokolle verwendet: 
    
1. RNase A-Behandlung 
2. Pepsin-Behandlung 
3. Vorbehandlung und Denaturierung der Chromosomenpräparate 
Sonden-Denaturierung
(menschliche Pan-Zentromer-Sonde, PAHC0001-R, Q-Biogene) 
x Die notwendige Sondenmenge in ein Eppendorf-Gefäße geben 
7 µl für ein 18x18 mm2 Deckglas 
10 µl für ein 22x22 mm2 Deckglas 
12 µl für ein 24x24 mm2 Deckglas 
x Denaturierung der Sonde im Wasserbad bei 94-98 °C, 5 min Hinweis: Die 
Sonde nach der Denaturierung innerhalb von 15 min verwenden – oder bis zu 
deren Verwendung auf Eis lagern 
x Die denaturierte Sonde auf die denaturierten Chromosomenpräparate pipettieren 
x Mit einem Deckglas abdecken 
x Die Ränder mit Universalkleber abdichten 
x Inkubation in einer feuchten Kammer bei 37 °C für 1 Tag 
Waschabläufe
x Präparat in 1xSSC (68 °C) 5 min waschen 
x Präparat in 1xPBS für 3 min (Zimmertemperatur) waschen 
x Präparat lufttrocknen 
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Gegenfärbung mit DAPI:
x 20 µl DAPI/Anti-Fade auf die Objektträger geben 




95% Phosphatpuffer (für 1 Liter: 8,895 g Na2HPO4 · 12H2O und 3,4 g KH2PO4)
Durchführung
x Mischung von Giemsa-Stammlösung und Phosphatpuffer 
x Filtration der Lösung durch einen Standardfilter in eine Küvette 
x Färben der Präparate für 10 min 
x Waschen in Aqua dest. 
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2.7 Aufnahme und Auswertung der Präparate 
Die fotografischen Aufnahmen der Mitosen nach mFISH, mBAND und 
Pan-Zentromer-Färbung erfolgte mit Hilfe einer CCD Kamera IMAC CCD S30 
(ungekühlt) an einem OLYMPUS BX50 oder BX60 Fluoreszenzmikroskop (Objektiv: 
UPlan Apo / 100x/1,35 Oil und OLYMPUS Immersionsöl). Integriert ist ein manuelles 
Fluoreszenzfilterrad für die verwendeten Fluorochrome DAPI, FITC, Cy™5, Texas 
Red®, Spectrum Orange™ und DEAC. 
Die Aufnahmeeinheit des Mikroskops war an ein DELL Computersystem (DELL,
PentiumIII 500 MHz, 128 MB, Windows 95) gekoppelt. Als Analysesoftware wurde 
ISIS 4.4.7 eingesetzt. Die spätere grafische Aufbereitung der Bilder für 
Präsentationszwecke erfolgte mit PhotoImpact 6 und 8 (ULEAD SYSTEMS©). Die 
Verarbeitung der Daten wurde an einem weiteren PC (FUJITSU-SIEMENS, Pentium© III 
800 MHz, 256 MB, Windows XP Professional mit MS Office XP Professional, 
MICROSOFT©) durchgeführt. 
2.7.1 Bildtechnische Arbeitsschritte 
Mit Fluorochromen markierte Verunreinigungen können entfernt werden, damit die 
Darstellungsqualität erhöht wird. Die Einstellung des Objektschwellenwertes stellt 
sicher, dass für die Farbdarstellung nur die notwendigen Anteile in die Farbkalkulation 
einbezogen werden. Zu starke Veränderungen in der Objektschwelle können das Bild 
negativ beeinflussen. Zur besseren Betrachtung kann das Bild der Metaphase oder die 
Chromosomen auch vergrößert werden. Diese bildtechnischen Maßnahmen haben 
keinen Einfluss auf die Darstellung der einzelnen Fluoreszenz-Farben, wohl aber auf die 
Darstellung der Falschfarben. 
2.7.2 Kontrolle der einzelnen Fluoreszenz-Farben 
Entsprechend den Vorgaben der Hybridisierung-Schemata  für mBAND und mFISH 
wurden die Präparate in der Fluorochrom-Ansicht auf ihre ordnungsgemäße 
Hybridisierung untersucht. Aberrationen, etwa Translokationen, sind in mFISH am 
Fehlen des Fluorochroms innerhalb eines Chromosoms zu erkennen. Bei Verwendung 
von mBAND werden Inversionen in Form von Lücken und Verdopplungen des 
Material und Methoden 51
Hybridisierungs-Schemas angezeigt.  Weil Falschfarbenbilder Fehlinformationen liefern 
könnten, ist bei komplexen Aberrationen eine zuverlässige Auswertung  nur über diese 
Fluoreszenz-Bilder möglich.  
2.7.3 Kontrolle der Falschfarben-Darstellung
Die Anzeige der Falschfarben gibt einen vereinfachten Überblick über die 
Chromosomen. Im Falle von mFISH werden die Chromosomenpaare in jeweils anderen 
Falschfarben dargestellt (Abb. 13a), so dass Translokationen leichter zu erkennen sind 
als in der original Fluorochrom-Ansicht (Abb. 13c). Bei mBAND wird das Chromosom 
gebändert dargestellt. Intrachange lassen sich sehr leicht an einer geänderten 
Reihenfolge der Banden erkennen. Interchange zeigen sich deutlich gegenüber den  
DAPI-Chromosomen. 
Infolge von Kalibrierungstoleranzen, Vergrößerung des Bildes oder Einstellung des 
Schwellenwertes kann die Falschfarben-Darstellung verwirrende oder inkorrekte 
Informationen liefern. Aus diesem Grund muss die Falschfarben-Darstellung in jedem 
Fall mit Hilfe der einzelnen Fluorochrome und des Emmissionsspektrums überprüft 
werden (Abb. 12g). Für eine bessere Übersicht bei Präsentationen können die 
DAPI-Fragmente beispielsweise einheitlich blau eingefärbt werden (Abb. 12g/rechts). 
Der verwendete Experimenttyp in ISIS wurde auf die Darstellung von 23 
Falschfarben-Banden kalibriert.
2.7.4 Auswertung der CA und statistische Erfassung 
Die Auswertung wurde computerunterstützt am Mikroskop durchgeführt. Die 
Protokollierung der Aberrationen erfolgte mit Hilfe eines selbst entwickelten Systems 
für mBAND.  Ein ähnliches System befindet sich in Veröffentlichung (HORSTMANN
und OBE, 2003). Folgende Untersuchungen wurden durchgeführt:  
1. Dosis-Effekt Beziehungen 
2. Bestimmung relativer Bandenlängen und Längen interstitieller Fragmente 
in mBAND
3. Bruchpunktlokalisation und Bruchverteilungen in mBAND  
4. Analyse von Intrachangen und Interchangen 
5. Auswertung von CA in PBL von Astronauten 
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Die Fehlerbalken in den Statistiken entsprechen den Standardfehlern des Mittelwertes. 
Signifikante Abweichungen vom Erwartungswert wurden bei Berechnung von 
Bruchereignissen pro Bande mit Hilfe des Ȥ2-Tests (p < 0,01) bestimmt. Gleiches gilt 
für die Zahl der CA bei PBL von Astronauten. Für eine Abweichung von der 
Poisson-Verteilung für die Anzahl der Brüche in den erfassten Aberrationen wurde der 
Dispersionsindex erstellt und mit dem u-Test (EDWARDS et al., 1979) auf Signifikanz 
überprüft (u-Test, Poisson-Verteilung: u  > -1,96 und < 1,96). Für die Berechnung der 
Signifikanz verschiedener Aberrationsquotienten, wie etwa für intra-/inter-arm 
Intrachange (G-Quotient), kam Students t-Test (p < 0,01) zur Anwendung.  
2.7.5 Dosis-Effekt Beziehung 
CA oder aberrante Zellen wurden bei Verwendung verschiedener Strahlendosen und 
Strahlenenergien verglichen.
2.7.6 Bestimmung der relativen Bandenlänge in mBAND 
Die Bandenlänge ist unter anderem abhängig vom Kondensationsgrad des Chromosoms 
(METASYSTEMS©, 2003).  Für die Bestimmung der Bandenlänge wurden zwanzig 
ungeschädigte Chromosomen und deren Banden aus den Präparaten der 4 Gy 
Bestrahlung in ISIS relativ vermessen. Der Mittelwert dieser Daten  für jede Bande 
diente als Grundlage für weitere Berechnungen und zur Bestimmung der relativen 
Gesamtlänge von Chromosom 5. Die Bandenlängen wurden anteilig auf die 
Gesamtlänge umgerechnet. Eine Überprüfung ergab, dass die ermittelten Bandenlängen 
auch auf die Präparate der übrigen Ionen-Bestrahlungen anwendbar waren. Bei den 
Messungen blieben der Experimenttyp sowie der Falschfarben-Klassifikator in ISIS  
unverändert.
Die Länge interstitieller Chromosomenfragmente wurde ermittelt, indem die relative 
Länge für jede einzelne Bande addiert wurde. Die Gesamtzahl der gefundenen 
interstitiellen Fragmente enthält fusionierte und nicht fusionierte Fragmente, invertierte 
Fragmente und Translokationen. Für die Auswertung wurden azentrische interstitielle 
Fragmente und zentrische Fragmente bestimmt, die an beiden Telomeren einen 
Chromosomenstückverlust zeigten. 
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2.7.7 Bruchpunktlokalisation und Bruchverteilung
Eine Lokalisation der Bruchpunkte in mBAND hybridisierten Präparaten erfolgte in 
SORBs in den Falschfarbenbanden. Unter der Annahme, dass dicht ionisierende 
Strahlen viele DSB dosisunabhängig erzeugen, wurden Daten aus Bestrahlungen mit 
0,5 Gy, 0,75 Gy, 1 Gy, 2 Gy, 3 Gy, 4 Gy zusammengefasst. 
Die Bruchereignisse wurden meist zwischen zwei Banden lokalisiert. Nur die 
terminalen Banden 1 und 23 zeigten häufiger Brüche innerhalb der Bande. Zur 
Erstellung der Statistik wurden die Ergebnisse um eine Position verschoben. Das 
bedeutet, dass SORBs, etwa zwischen Bande 3 und 4, der Bande 3 zugeordnet wurden. 
Brüche in Bande 1 und zwischen Bande 1 und 2 wurden Bande 1 zugeordnet. Analog 
war es bei Brüchen zwischen Bande 22 und 23 und in Bande 23, die in Bande 22  
zusammengefasst wurden. 
Für den eher seltenen Fall, dass eine interstitielle Bande in zwei Teilen dargestellt 
wurde, ist der Bruch immer zur der nächsten vollständigen Bande gezählt worden, die 
mit dem kürzeren Abschnitt der unterbrochenen Bande verbunden war. 
Damit eine Signifikanz bei der Auszählung der Brüche nachgewiesen werden konnte, 
erfolgte die Berechnung im Verhältnis zur  relativen Bandenlänge. Würde man 
alternativ halbe Bandenlängen (Beispiel:  ½ Bande 12 + ½ Bande 13) bei der 
Bruchpunktbestimmung verwenden, dann entsteht ein mathematischer Fehler bei der 
Berechnung des Verhältnisses zwischen Bandenlänge und Anzahl der Brüche, weil die 
Banden verschiedene Längen haben, aber die Messungenauigkeit für jedes 
Bruchereignis zwischen zwei Banden gleich ist. Wenn man mit dieser Methode eine 
ähnliche Aussage über das Verhältnis zwischen Brüchen und Länge erhalten möchte, 
müsste man für eine Bande 0 und eine Bande 24 Werte für Länge und Bruchereignisse 
angeben. Häufungen von Bruchereignissen (Hot Spots) beziehen sich nur auf die 
Falschfarbbanden. Exakte Bruchpunktlokalisationen können nur über die 
Emmissionsspektren erfolgen (JOHANNES, 1999). Bruchverteilungen in p-Arm und 
q-Arm von Chromosom 5 wurden zur physikalischen Länge der beiden Arme 
(MORTON, 1991) in Beziehung gesetzt und mit dem Ȥ2-Test (p < 0,01) auf Signifikanz 
geprüft. Für die Bruchverteilung pro Chromosom wurde für die erfassten CA der 
Dispersionsindex berechnet und mit dem u-Test (EDWARDS et al., 1979) auf Signifikanz 
geprüft.
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2.7.8 Klassifizierung der CA 
Als Inversionen werden hier auch invertierte Bereiche verstanden, die terminal enden 
und/oder an welchen wiederum ein anderes DAPI-Chromosom transloziert ist. Obwohl 
bei mBAND die Bestimmung einer klassischen Insertion nicht immer eindeutig ist, wird 
trotzdem der Begriff „Insertion“ verwendet, weil der entsprechende Abschnitt zwischen 
zwei weiteren Fragmenten liegt. Ob diese Fragmente ursächlich zum gleichen 
Chromosom gehören, bleibt bei stark fragmentierten Zellen fraglich. Es besteht die 
Möglichkeit einer komplexen Translokation zwischen drei oder mehr Chromosomen. 
Bei einseitigen terminalen Translokationen ist es möglich, dass es sich trotzdem um 
reziproke Translokationen handelt, wenn die Größe des fehlenden Gegenstückes 
unterhalb der sichtbaren Auflösung liegt (OBE et al., 2002). Durch Kombination 
verschiedener Nachweismethoden war es möglich, den Anteil der terminalen 
Translokationen bei einer Dosis von 4 Gy Röntgenstrahlen auf weniger als 5% aller 
Translokationen zu bestimmen (FOMINA et al., 2000). Die Einteilung der CA folgt den 
Beschreibungen aus dem einleitenden Kapitel. 
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2.8 Bezugsquellenverzeichnis
20xSSC      Gibco/BRL, Eggenstein 
24XCyte (mFISH)     MetaSystems, Altlussheim 
B-tect Kit      MetaSystems, Altlussheim 
Calyculin A      Wako Chemicals, Japan 
CCD-Kamera IMAC CCD S30  Compulog Computer Systems 
GmbH, Böblingen 
CCD Camera: IMAC CCD S30   MetaSystems, Altlussheim 
Colcemid     Ciba, Basel oder Wako Chemicals, 
Japan
Computer Dell Optiplex    Dell Computer GmbH, Langen 
(IBM komp. PC, PentiumIII 500 Mhz, 
128 MB RAM)  
Computer Fujitsu-Siemens T-Bird   Fujitsu-Siemens Computer GmbH, 
(IBM komp. PC, PentiumIII 800 Mhz, München
256 MB RAM)  
CO2-Brutschrank     Heraeus, Hanau 
DAPI/Anti-Fade Kit     MetaSystems, Altlussheim 
FKS       Gibco/BRL, Eggenstein 
Formamid      Merck, Darmstadt 
Giemsa-Farblösung     Merck, Darmstadt 
McCoy’s 5A-Medium    Gibco/BRL, Eggenstein 
MC-Filtersystem für Olympus BX50 mit  AHF Analysentechnik, Tübingen 
DAPI/FITC/Cy™5/TexasRed®/
SpectrumOrange™/DEAC
Melsept      Braun, Melsungen 
Mikroskop (BX50/BX60) mit   Olympus, Hamburg 
Objektiv: UPlan Apo / 100x /1,35 Oil  
und Immersionsöl 
Objektträger      Menzel, Braunschweig 
PAN-Zentromer-Sonde (PAHC0001-R)  QBiogene, Heidelberg 
Parafilm      American Can Company, USA 
PBS       Seromed, Berlin 
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Penicillin      Seromed, Berlin 
PHA (Phytohämagglutinin)    Invitrogen, Heidelberg 
Pipetten und Pipettenspitzen    Eppendorf, Hamburg 
Quecksilberlampe USHIO USH-102D 100Watt Olympus, Hamburg 
RNase A (Kat.Nr.: 0109142)  Roche Diagnostics, Mannheim 
RPMI 1640 Medium  Gibco-BRL, Grand Island, 
New York, USA 
Software: Windows 95b, Office XP   Microsoft, München 
Software: ISIS 4.4.7     MetaSystems, Altlussheim 
Software: PhotoImpact 6 und 8   Ulead Systems GmbH, Kaarst  
Sterile Kunststoffartikel    Greiner, Nürtingen 
Sterilwerkbank     Heraeus, Hanau 
Tween-20      Merck, Darmstadt 
Vacutainer CPT  Becton-Dickinson, Lincoln Park, 
USA
XCyte 5 (mBAND)     MetaSystems, Altlussheim 
Zentrifuge (Sepatech, Labofuge A)   Heraeus, Hanau 
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3. Ergebnisse 
3.1 Übersicht  
Ein Ziel der Arbeit war ein Auswertesystem zu entwickeln, das in der Lage ist, CA von 
mBAND hybridisierten Chromosomen zu beschreiben und für nachträgliche Analysen 
in geeigneter Form schriftlich festzuhalten.  Eine Abmessung der relativen 
Bandenlängen für Chromosom 5 diente als Grundlage für die Analyse von 
Chromosomenbrüchen, interstitieller Fragmentlängen und deren Lokalisation. Weil die 
unterschiedlichen FISH-Techniken, verschiedene Vor- und Nachteile besitzen, erfolgten 
teilweise auch vergleichende FISH-Untersuchungen der Strahleneffekte, damit die 
Ergebnisse überprüft werden konnten. Vergleiche und Verhältnisse von Interchangen 
und Intrachangen geben eine Übersicht über die Strahlenwirkung und sollen Ereignisse 
aufzeigen, die typisch für Bestrahlungen mit schweren Fe-Ionen sein könnten. 
Vergleichende Untersuchungen an PBL von Astronauten der internationalen 
Raumstation ISS für jeweils einen Kurzzeitflug und einen Langzeitflug mit den 
genannten Methoden schließen die Arbeit ab. 
Alle CA oder aberrante Zellen beziehen sich immer auf Chromosom 5. Unter 
Berücksichtigung eigener veröffentlichter Daten bei JOHANNES et al. (2003) sind die 
meisten Berechnungen auf 1 gesetzt [1Ł100%]. Die Untersuchungen mit der 
mBAND-Hybridisierung wurden stets für Chromosom 5 durchgeführt. Die 
unbestrahlten Kontrollpräparate zeigten keine Aberrationen in Chromosom 5 und sind 
deswegen in den Diagrammen nicht abgebildet. Wegen der geringen Anzahl 
ausgewerteter Zellen nach Bestrahlung mit 2 Gy und 3 Gy wurden die Ergebnisse bei 
diesen Dosen nur eingeschränkt verwertet. 
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3.2  Ein Auswertesystem für mBAND 
Für die Beschreibung komplexer CA in mit mBAND gefärbten Chromosomen reichten 
bisherige Klassifizierungssysteme nicht aus. Es wurde daher ein Verfahren entwickelt, 
dass diesen Anforderungen genügt und gleichzeitig die Übersichtlichkeit vorhandener 
Nomenklaturen oder Auswerteverfahren berücksichtigt. Dies soll helfen, die komplexe 
Auswertung schriftlich so zu protokollieren, dass auch später Analysen oder 
Durchsichten der Daten möglich sind. 
Ein wesentlicher Bestandteil der Nomenklatur ist die Angabe der Banden des 
hybridisierten Chromosoms. Dabei ist zu beachten, dass die Anzahl der Banden von der 
Hybridisierungsqualität und Softwarebenutzung abhängig ist und somit laborspezifisch 
variabel sein kann. METASYSTEMS empfiehlt 23 Banden für Chromosom 5, sofern dies 
möglich ist. Bei wenigen Banden nimmt die Wahrscheinlichkeit zu, dass Brüche 
innerhalb einer Bande dargestellt werden, was bei einer höheren Auflösung mit einer 
größeren Anzahl von Banden eher selten oder gar nicht vorkommt. Die Lokalisation 
von Bruchpunkten in Korrelation zur Anzahl verwendeter Banden kann deswegen 
ebenfalls laborspezifisch sein. Zur Feststellung von Bruchsignifikanzen reicht diese 
Methode aus. 
Eine Variante des nachstehend beschriebenen Auswertesystems wird unter dem Namen 
„CABAND: Classification of Aberrations in Multicolor Banded Chromosomes“  
veröffentlicht (HORSTMANN und OBE, 2003). Hierfür wurden Anpassungen an 
international verwendete Begriffe und Abkürzungen vorgenommen, damit anderen 
Nutzern der Zugang zu diesem System erleichtert wird. Zusätzlich zu den hier 
vorgestellten Abbildungen sind dort noch weitere vorhanden. 
Die Beschreibung der CA ist so gewählt, dass eine schnelle Auswertung mit Hilfe einer 
speziellen Auswerteliste möglich ist. Dabei spielten optische und zähltechnische 
Überlegungen eine Rolle. Aus diesen Gründen wurden Abkürzungen verwendet, die 
aber nicht den Bezeichnungen der ISCN Nomenklatur (ISCN, 1995) entsprechen.  
Die Gesamtzahl der Banden aus der entsprechenden Untersuchungsreihe (hier: 
23 Banden) kann zu Beginn einer Auswertung generell genannt werden, sie kann aber 
auch jeder Aberrationsbeschreibung vorangestellt werden. 
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Wenn eine Zelle als aberrant erkannt wird, sieht man bei mBAND im Überblick 
Translokationen, Fragmente, Ringe oder Inversionen. Fragmente werden als „frag“ 
(engl.: fragment), fusionierte Fragmente als „frag (f)“ (engl.: fused) bezeichnet. Unter 
„Fragment“ werden an dieser Stelle alle chromosomalen Segmente verstanden, die 
wegen eines fehlenden Zentromers bei der nächsten Zellteilung verloren gehen würden. 
Wie bei der PAINT-Nomenklatur (TUCKER et al., 1995; SAVAGE und TUCKER, 1996), 
werden Translokationen allgemein unter „t“ zusammengefasst. 
In Kombination mit verschiedenen anderen Abkürzungen wird die Aberration 
beschrieben (TUCKER et al., 1995; JOHANNES et al., 1999). „t“ steht in diesem Fall für 
eine einseitige Translokation (engl. translocation). Eine reziproke Translokation erhält 
den Zusatz  „t-rcp“ (engl.: reciprocal), ein DIZ „t-dic“ (engl.: dicentric) und eine 
Insertion „t-ins“ (engl.: insertion). Bei der Auswertung der Gesamtzahl aller 
Translokationen ist darauf zu achten, dass fusionierte Fragmente auch Translokationen 
sind, so dass sie in diesem Fall zu den unter „t“ gezählten Translokationen hinzugezählt 
werden müssen. 
Basierend auf der PAINT-Nomenklatur werden zentromerhaltige Chromosomenanteile 
mit Großbuchstaben und solche ohne Zentromer mit Kleinbuchstaben bezeichnet. Daher 
werden perizentrische Ringe mit „R“ und parazentrische Ringe mit „r“ abgekürzt. 
Gleiches gilt für perizentrische Inversionen, die mit „Inv“ und parazentrische 
Inversionen, die mit „inv“ angegeben werden. Es folgt die Angabe des 
Chromosomenabschnittes mit „B“ oder „b“, je nachdem, ob ein Zentromer enthalten ist 
oder nicht. Ist in der CA, etwa bei einer Insertion, ein DAPI markiertes Fragment 
enthalten, wird dieses entsprechend mit „D“ oder „d“ zuerst genannt, bevor Angaben 
zum gebänderten Chromosom erfolgen. 
Die Bezeichnungen „ter“ für terminale (engl.: terminal) oder „int“ für interstitielle 
(engl.: interstitial) Chromosomenabschnitte bezeichnen, unabhängig von der 
verwendeten Bandenzahl, anschließend die Position des zu beschreibenden 
Chromosomenteils. Die Redundanz des Codes an dieser Stelle gibt die Möglichkeit, 
auch ohne Bandenangabe noch eine Rekonstruktion der aberranten Metaphase in 
Hinblick auf das gebänderte Chromosom zu ermöglichen, etwa bei Vergleich solcher 
Untersuchungen von Chromosomen, die mit verschiedener Bandenanzahl erstellt 
wurden. Weiter wird die Beteiligung von p- oder q-Arm angeben. Ereignisse, die beide 
Arme gleichzeitig betreffen, werden mit „pq“ beschrieben. Nachstehende 
Bandenangaben werden so aufgeführt, wie sie zusammengesetzt sind. Sollte der Bruch 
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innerhalb einer Bande liegen, so werden beide Teile unter Nennung dieser Bande 
beschrieben. Zur Beschreibung eines Bruchpunktes, der zwischen 2 Banden liegt, 
erfolgt die Entscheidung in Richtung der Bande, an der sich der kleinere Abschnitt der 
gebrochenen Bande befindet. 
Im Falle einer Inversion zeigt die umgekehrte Zahlenfolge, wo sich die Inversion 
befindet (Beispiel: 1-12/16-13/17-23). Anschließend folgt die Zahl der Bruchereignisse, 
die im Sinne der „Breakage First Hypothese“ für diese CA notwendig sind. Es werden 
nur Brüche am gebänderten Chromosom gezählt, weil dieses den größten 
Informationsgehalt liefert. Bei stark fragmentierten DAPI-Chromosomen lassen sich 
terminale oder interstitielle Fragmente, wenn sie mit dem mBAND Chromosom 
terminal fusioniert sind, nicht mehr unterscheiden, so dass es zu falschen Berechnungen 
bei der Bestimmung der  Bruchanzahl kommen kann. Wenn in mBAND-Präparaten die 
Chromatiden sichtbar sind (Abb. 9), können für die Beschreibung von CTA ergänzend 
die betroffenen Chromatiden mit „pc1“ und „pc2“ für die Chromatiden des p-Armes 
und „qc1“ und „qc2“ für die Chromatiden des q-Armes beschrieben werden. Die 
Zuordnung von „1“ und „2“ ist frei wählbar und dient nur der Übersicht in der CA. 
CTA wurden nicht analysiert. 
Abb. 9: Chromosom 5 mit Chromatidendifferenzierung in Falschfarben-Darstellung in mBAND. 
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In der nachstehenden Tab. 9 sind die verwendeten Abkürzungen zusammengefasst: 
Allgemeine Angaben Abkürzung
gebändertes Chromosom ohne (b) Zentromer/mit (B) Zentromer 
DAPI markiertes Chromosom ohne (d) /mit (D) Zentromer 





Chromatiden des p-Armes 








pc1 oder pc2 














perizentrische Inversion/parazentrische Inversion Inv/inv 
zentrischer Ring / azentrischer Ring  R/r 
Tab. 9: Nomenklaturschlüssel für die Klassifizierung von CA in mBAND. 
Beispiel:  23frag: b-int-q12-18 |2 
= Fragment (azentrisch und gebändert) (b)  (interstitieller Herkunft), 
aus dem q-Arm die Banden 12-18 enthaltend. Zwei Brüche am 
gebänderten Chromosom sind für diese CA notwendig. 
Informationen über die Banden 1-11 und 18-23 brauchen für das obige Beispiel nicht 
genannt werden, weil keine weiteren Informationen über die CA darin enthalten sind. 
Für den Fall, dass es sich nicht um Einzelfragmente sondern um Translokationen 
handelt, muss beschrieben werden, mit welchen anderen Chromosomen die Anteile 
assoziiert sind. In den meisten Fällen wird es sich um eine Translokation mit einem 
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DAPI-Chromosom handeln. Aber auch Translokationen zwischen den beiden 
gebänderten Chromosomen sind möglich. 
  23frag (f): b-int-q12-18/d |2 
= Fragment (fusioniert und (azentrisch und gebändert(b)),  interstitieller 
Herkunft aus dem q-Arm die Banden 12-18 enthaltend, das an ein 
DAPI-Fragment ohne Zentromer (d) angelagert ist. 
Beispiel eine Komplettbeschreibung einer aberranten Metaphase: 
23frag (f): b-int-q12-18/d | 2 
23frag: b-ter-q19-23 | s.o. 
Die Abkürzung „s.o.“ (siehe oben) verweist auf die vorherige Zeile, weil dort die  
theoretisch erforderlichen Bruchereignisse bereits angegeben wurden. Auf diese Weise 
soll eine Doppelzählung von Brüchen vermieden werden. 
Das verbleibende zentrische Fragment mit Banden 1-11 wird nicht aufgeführt, sofern es 
nicht in eine weitere Aberration verwickelt ist. Im Falle einer Translokation eines 
azentrischen DAPI-Fragmentes an das zentrische Fragment müsste im obigen Beispiel 
noch ergänzt werden:  23t: B-ter-pq1-11/d |s.o 
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3.2.1 Beispiele für CA und ihre Klassifizierung 
Für die spätere Beschreibung in einer Tabelle wurden die Einzelbeispiele von Abb. 10 
und Abb. 11 fortlaufend beschriftet. 
3.2.1.1 Schemata für CA in mBAND 
Die Abb. 10 zeigt schematisch ein ungeschädigtes Chromosom 5 sowie einige CA mit 
typischer mBAND-Bänderung in Falschfarben-Darstellung.
        a            b                c                    d 
Abb. 10: Schemata für CA in mBAND. a-d. Einzelne Pfeilspitzen kennzeichnen die Region des 
Zentromers, gestielte Pfeile kennzeichnen Chromosomenbereiche und geben in der Reihenfolge 
aufsteigend die Banden an. Rote Doppelpfeile markieren invertierte Bereiche.  
a. ungeschädigtes Chromosom. 
b. Perizentrische Inversion der Banden 4-12. 
c. Insertion der Banden 15-20 zwischen zwei DAPI-Fragmenten. 
d. Homologes DIZ. Die Banden 1-14 von Chromosom B1 sind mit den Banden 8-1 von Chromosom 
 B2 fusioniert. Die Banden 23-14 von B2 sind fusioniert mit den invertierten Banden 9-13 von B2,
 die wiederum mit den Banden 15-23 von B1 verbunden sind. 
  Ergebnisse64
3.2.1.2 CA in mBAND 
Die folgende Abb. 11 zeigt CA, die auf der Falschfarbenberechnung von ISIS 
zur Darstellung in mBAND basieren. 
            e          f   g 
Abb. 11: CA in mBAND. (Falschfarben-Darstellung (e-g)) Pfeilspitzen kennzeichnen die Region des 
Zentromers. DAPI-Fragmente sind blau eingefärbt. 
e. Perizentrische Inversion der Banden 1-21 
f. Insertion der Banden 16-23 zwischen zwei DAPI-Fragmenten. Das Restfragment von Bande 23 
wurde nicht gefunden. 
g. Homologes DIZ. Bande 23 ist bei beiden Chromosomen gebrochen. Beide Chromosomen werden 
von einem interstitielles DAPI-Fragment verbunden. Verbleibende Fragmente von Bande 23 
wurden nicht gefunden. 
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3.2.2 Auswertetabelle
Der Code für die Auswertung der in Abbildung 10 (a-d) und 11 (e-g) dargestellten CA 
kann auch in eine dafür vorgesehene Tabelle (Tab. 10) eingetragen werden, um die 
spätere Auswertung zu vereinfachen. 





1 a keine     
2 b Inv  B-int-pq4-12   2 5.1 
3 c t-ins D b-int-q15-20 d  2 5.1 
4 d t-diz  B1-ter-pq1-14  B2-ter-q8-1 1+1  
  frag(f) + inv  B1-ter-q23-15  B2-int-q13-9   
    B2-ter-q14-23   s.o. + 1 5.1/5.2 
5 e inv  B-int-pq1-21   2 5.1 
6 f t-ins d b-int-q16-23 d  2 5.1 
7 g t-diz  B1-ter-pq1-23 d B2-ter-pq23-1 2 5.1/5.2 
Tab. 10: Auswertetabelle für mBAND. Beispiele aus Abb. 10 (a-d) und Abb. 11 (e-g) sind eingefügt. 
Unter „Nr.“ wird die fortlaufende Nummer angegeben. Die Angaben bei „Bild“
entsprechen der Bildnummer, etwa aus der ISIS Software. Aberration kennzeichnet 
den Aberrationstyp, wie etwa „frag“ oder „inv“. DAPI beschreibt das 
DAPI-Chromosom mit Zentromer (D) oder ohne Zentromer (d). Unter 
„mBAND-Chromosom“ folgt die Aberrationsbeschreibung des gebänderten 
Chromosoms. Bei „Brüche“ wird die Anzahl der sichtbaren Brüche der CA 
eingetragen, wobei „s.o.“ (= siehe oben)  auf ein bereits gezähltes Bruchereignis in der 
CA hinweist. Die Homologen werden als „5.1/5.2“ unterschieden. So kann man später 
schnell feststellen, welche Beschreibung zu welchem Chromosom gehört und ob beide 
Chromosomen aberrant sind oder nicht. 
3.3 Beispiele für CA in FISH 
In den nachstehenden Abb. 12, 13 und 14 werden Beispiele von ungeschädigten und 
geschädigten Chromosomen gezeigt, die mit verschiedenen FISH-Methoden analysiert 
wurden. Zusätzlich werden in Einzelfällen die Chromosomen in den 
Fluorochrom-Einzelfarben abgebildet, die als Grundlage zur Berechnung der 
Falschfarben  dienten. 
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Abb. 12: CA in mBAND nach Bestrahlung mit Fe-Ionen (500 MeV/n). 
a. Ungeschädigtes Chromosom 5 mit 23 Banden in Falschfarben-Darstellung. b-g: Aberrationen in 
Chromosom 5 detektiert mit mBAND nach Bestrahlungen mit Fe-Ionen (500 MeV/n) (b. 0,5 Gy; 
c. 0,75 Gy; d. 4 Gy; e. 1 Gy; f./g. 4 Gy). Alle anderen Chromosomen sind einheitlich mit DAPI 
gefärbt und werden in b-f blau hervorgehoben. Bild g zeigt ein Beispiel, bei dem zur Ermittlung der 
DAPI-Fragmente die Auswertung der Fluorochrome und des Emmissionsspektrums notwendig ist. 
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Pfeilspitzen kennzeichnen die Zentromerregion. Gestielte Pfeile in g kennzeichnen DAPI-Regionen. 
Rechts ist eine bearbeitete Falschfarbendarstellung zu sehen, die aus den Angaben des 
Emmissionsspektrums resultiert.  
b. Inversion der Banden 13-17, die mit Bande 11 fusioniert ist (oben links). Das interstitielle 
Fragment von Bande 12 (unten) und die terminalen Banden 20-23 (rechts) sind mit 
DAPI-Fragmenten fusioniert. 
Kurzbeschreibung:  inv: B-ter-pq1-11/b-int-q17-13| 3 
frag(f): b-int-q12/d| s.o. 
frag(f): d/b-ter-q20-23| s.o 
c. Ungeschädigtes Chromosom 5 (links). Terminales Fragment von Bande 1 (oben Mitte). Die 
interstitiellen Banden 2-13 bilden ein Ringchromosom, in das wiederum ein DAPI-Fragment 
insertiert ist.  
Kurzbeschreibung: frag: b-ter-p1| 1 
frag(f): b-ter1-2/b-ter-q14-23| 2 
t-ins, R: B-int-pq2-13/d| s.o. 
d. Fusionierte Fragmente der terminalen Banden 1 und 23 (oben links). Die Banden 20-23 und 
Banden 2-19 sind jeweils von DAPI-Fragmenten umgeben (unten). Diese Aberration kann als 
einfache Insertion oder als komplexe Translokation zwischen mehreren verschiedenen 
Chromosomen interpretiert werden. 
Kurzbeschreibung: frag: b-ter-p1/b-ter-q23| 2 
   frag(f): d/b-int-q20-23/d| 2 
   t-ins: d/B-int-pq2-19/d| s.o. 
e. Ungeschädigtes Chromosom 5 (links). Insertion eines interstitiellen azentrischen 
DAPI-Fragments zwischen Bande 6 und 7 (rechts). 
Kurzbeschreibung: t-ins: b-ter-p1-6/d/B-ter-q7-23| 2 
f. DIZ aus beiden Chromosomen 5. Beide Chromosomen sind an Bande 23 gebrochen. Die 
zentrischen Anteile sind fusioniert. Eines der beiden Chromosomen zeigt einen weiteren Bruch an 
Bande 1, der sich in einem terminalen Fragment darstellt. Ein azentrisches Fragment von Bande 23 
ist fusioniert mit Bande 2 (unten rechts), während das andere mit einem DAPI-Chromosom 
fusioniert ist. 
Kurzbeschreibung: t-dic: b-ter-pq1-22/B-int-pq22-2/b-ter-q23| 3 | 5.1/5.2 
   frag: b-ter-p1| s.o. 
   frag(f): b-ter-q23/d| s.o. 
g. Falschfarbdarstellung zum Vergleich mit Darstellungen der einzelnen Fluorochrome und deren  
Emmissionsspektrum  (FITC=grüne Linie, Cy5=gelbe Linie, TR=violette Linie, SpO=rote Linie, 
DEAC=blaue Linie). Insertion eines azentrischen DAPI-Fragments zwischen Bande 5 und 6. Bande 
23 ist gebrochen und der proximale Anteil mit einem azentrischen DAPI-Fragment fusioniert. Das 
telomerhaltige Fragment von Bande 23 wurde nicht gefunden. 
Kurzbeschreibung: t-ins: b-ter-p1-6/d/B-int-q7-23/d| 2 
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Abb. 13: CA in mFISH  nach Bestrahlung mit 1 Gy Fe-Ionen (500 MeV/n). 
a. Karyogramm in mFISH als Falschfarben-Darstellung. Aberrationen, die nicht Chromosom 5 
betreffen, sind nicht markiert. Chromosom 4 und 14 sind jeweils an ein Fragment von 
Chromosom 5 terminal transloziert. Chromosom 12 ist zwischen 2 Fragmenten von Chromosom 5 
insertiert. Die Zuordnung der Fragmente von Chromosom 5 untereinander ist nicht möglich. Statt 
einer einfachen Insertion könnte auch eine komplexe Translokation zwischen 3 Chromosomen 
vorliegen. 
b. Emmissionsspektren der aberranten Chromosomen 5 im Vergleich zu deren 
Falschfarben-Darstellung. (FITC=grüne Linie, SpO=rote Linie, DEAC=blaue Linie). 
c. Darstellung von Chromosom 5 in den einzelnen Fluorochromfarben sowie  deren Kombination. 
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In Abb. 14 werden Beispiele aberranter Chromosomen gezeigt, die mit einer 
Pan-Zentromer-Sonde hybridisiert wurden. Zentromere, die in der DAPI-Ansicht nicht 
oder kaum sichtbar sind, können mit dieser Methode erkannt werden. 
Abb. 14: CA in Pan-Zentromer-Färbung nach Bestrahlung mit 4 Gy Fe-Ionen (500 MeV/n). 
DAPI-Ansicht (a,c), Pan-Zentromer-Färbung (b,d), DIZ-Ring (a,b), DIZ (c,d). 
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3.4 Relative Bandenlängen von Chromosom 5 in mBAND 
In Abb. 15 werden die verschiedenen Bandenlängen für Chromosom 5 dargestellt. 
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Abb. 15: Prozentuale Bandenlängen von Chromosom 5 in mBAND. 









6,27 ± 2,63 
4,42 ± 0,93 
2,69 ± 0,68 
2,98 ± 0,74 
2,53 ± 0,78 
2,06 ± 1,07 
4,78 ± 1,27 









5,44 ± 1,44 
3,30 ± 1,89 
6,50 ± 1,46 
4,08 ± 1,39 
0,66 ± 0,97 
0,95 ± 1,37 
4,98 ± 1,55 








6,33 ± 1,90 
3,78 ± 1,14 
4,03 ± 1,23 
3,70 ± 0,98 
2,77 ± 1,44 
4,12 ± 0,81 
13,70 ± 2,98 
Tab. 11: Prozentuale Bandenlängen von Chromosom 5 in mBAND einschließlich ihrer 
Standardabweichung. Die Werte sind aus 20 Messungen gemittelt. 
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Aus der Vermessung der Banden von zwanzig ungeschädigten Chromosomen ist der 
jeweilige Mittelwert gebildet und ein „Mittelwert-Chromosom“ erstellt worden, das als 
Grundlage für weitere Berechnungen, beispielsweise zur Längenbestimmung für 
interstitielle Fragmente, diente (Abb. 15). Zwischen einer  Bandenlänge von 6,50% und 
der besonders langen terminalen Bande 23 mit einer Länge von 13,7% gibt es keine 
Längenangaben (Tab. 11). Kurze Banden  entsprechen meist 3-4% des Chromosoms, 
lange Banden etwa 5-6%. Einige Banden, wie etwa Bande 13 und 14, waren sehr kurz 
oder gar nicht zu sehen. Entsprechend klein ist daher auch deren Mittelwert, der 
weniger als 1% beträgt. Bande 7 mit einer Länge von 4,78% entspricht dem Bereich der 
Zentromerregion (Abb. 15).  
3.5 Bruchhäufigkeiten in Chromosom 5 
Die berechneten Brüche in Chromosom 5 werden in Abb. 16 nach den Längen der 











































Abb. 16: Bruchverteilung pro Bande bezogen auf die jeweilige Bandenlänge. Zusammenfassung der 
Werte für Bestrahlungen mit 0,5 Gy, 0,75 Gy, 1 Gy, 3 Gy und 4 Gy. Bande 22 und 23 sind in 22 
zusammengefasst. Fehlerbalken entsprechen den Standardfehlern des Mittelwertes, * = Signifikanz 
(p < 0,01). Erwartete Brüche wurden anhand aller Brüche, bezogen auf die jeweilige Bandenlänge, 
berechnet. Der Diagramm-Einschub zeigt Vergleichsdaten für 4 Gy. 
Die Anzahl der Brüche in p-Arm (Bande 1-7) und q-Arm (Bande 8-22) entsprach nach 
Ȥ2-Test deren Längenverhältnis. Signifikanzen waren hinsichtlich der relativen 
Bandenlänge zwischen den Banden 3 (signifikant mehr), Bande 6 (signifikant mehr), 
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Bande 9 (signifikant weniger), Bande 13-14 (signifikant mehr) und Bande 22[+23] 
(signifikant weniger) zu finden. Unter der Annahme, die kurzen Banden 13 und 14 
könnten das Ergebnis verzerren, wurden diese Banden versuchsweise für eine 
Berechnung zusammengefasst. Aber auch in diesem Fall  ergaben sich signifikant mehr 
Brüche. Die geringe Anzahl der beobachteten Brüche in Bande 12 wäre erst für p < 0,05 
signifikant (Abb. 16). Der Diagramm-Einschub in Abb. 16 für eine Dosis von 4 Gy 
zeigt ähnliche Verteilungen wie für die zusammengefassten Daten. 
3.6 Die Länge interstitieller Fragmente 
In Abb. 17, 18 und 19 werden die interstitiellen Fragmente gemäß ihrer relativen Länge 



























Abb. 17: Relative Länge interstitieller Fragmente, die an CA beteiligt waren, nach Bestrahlung mit 
4 Gy Fe-Ionen (500 MeV/n). 
Etwa 25% von 106 gefundenen interstitiellen Fragmenten, die an CA beteiligt waren, 
hatten eine relative Länge <10 der Gesamtchromosomenlänge von 100. Innerhalb dieser 
Gruppe hatten wiederum etwa 37% eine Länge  5 (nicht dargestellt). Etwa 67% der 
interstitiellen Segmente hatten eine Länge 30. Größere Segmente (>30) wurden 
deutlich seltener gefunden: Länge 30-40 etwa 15%, Länge 40-60  6,6%. Nur etwa 5% 
der Segmente hatten eine relative Länge  60, die fast der Länge des gesamten q-Arms 
entspricht. Interstitielle Segmente mit mehr als 75 Längeneinheiten wurden nicht 
gefunden (Abb. 17).
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Abb. 18: Relative Länge azentrischer interstitieller Fragmente, die an Translokationen beteiligt 
waren, nach Bestrahlung mit 4 Gy Fe-Ionen (500 MeV/n). 
Fragmente aller Längen waren an Translokationen beteiligt. Die meisten Fragmente 
(etwa 75%) hatten Längen bis 40, etwa 25% waren länger als 40 (Abb. 18). Die 




























Abb. 19: Relative Länge azentrischer interstitieller Fragmente, die an Deletionen beteiligt waren, 
nach Bestrahlung mit 4 Gy Fe-Ionen (500 MeV/n). 
Die Längen der Fragmente aus interstitiellen Deletionen lagen alle bei 40, längere 
Fragmente waren nicht als Deletionen vorhanden. Dieser Unterschied ist im Vergleich 
zu Abb. 18 signifikant. Der größte Anteil (40%) lag zwischen 10 und 20 (Abb. 19). 
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3.7 Lokalisation interstitieller Fragmente in Chromosom 5 
In Abb. 20 wird für mBAND schematisch dargestellt, welche Bandenbereiche die 
gefundenen interstitiellen Fragmente von Chromosom 5 nach 4 Gy Fe-Ionen umfassen. 
Abb. 20: Lokalisationsschema für interstitielle Fragmente in Chromosom 5 (mBAND),  bezogen auf  
Inversionen, Insertionen, azentrische Fragmente und zentrische Translokationen. Die 
Bandenlängen entsprechen denen des Mittelwert-Chromosoms aus Abb. 15.  Markierungslinien 
geben den Bandenbereich der Fragmente am Chromosom an. Bestrahlung mit 4 Gy Fe-Ionen 
(500 MeV/n). Der schwarze Punkt in Bande 7 kennzeichnet die Zentromerregion. Gefunden 
wurden: 8 Inversionen (rote Linien), 25 Insertionen von Chromosom 5 zwischen DAPI-Fragmenten 
(grüne Linen), 23 fusionierte azentrische interstitielle Fragmente (hellblaue Linien), 20 frei liegende 
azentrische interstitielle Fragmente (dunkelblaue Linien), 30 interstitielle Fragmente, die ein 
Zentromer enthalten oder zu einem zentrischen Fragment transloziert sind (graue Linien), 
2 Insertionen von DAPI-Fragmenten in Chromosom 5 (grüne Pfeilspitze).  
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Die Länge der interstitiellen Fragmente aus Abb. 20 beträgt im Durchschnitt 15% der 
Gesamtlänge von Chromosom 5. Es wurden zwei perizentrische und sechs 
parazentrische Inversionen  gefunden, die über das gesamte Chromosom verteilt sind 
(rote Linien in Abb. 20). Fragmente, die an Insertionen zwischen zwei 
DAPI-Fragmenten beteiligt sind, verteilen sich über das gesamte Chromosom. Ob es 
sich bei diesem Insertionstyp um zwei Translokationen handelt, lässt sich mit mBAND 
nicht nachweisen. Nur zwei Insertionen von DAPI-Fragmenten wurden zwischen Bande 
6 und 7 gefunden (grüne Pfeilspitze in Abb. 20). Interstitielle Abschnitte, die als 
fusionierte (hellblaue Linien in Abb. 20) oder freie  Fragmente (dunkelblaue Linien in 
Abb. 20) erscheinen, treten im q-Arm gehäuft auf. Zwischen Bande 7 
(Zentromerregion) und Bande 12 wurden vergleichsweise wenige Fragmente gefunden. 
Meistens waren sie zwischen Bande 12 und 22 zu finden. Fusionierte und freie 
Fragmente traten etwa im Verhältnis 1:1 auf (23 fusionierte- und 20 freie Fragmente). 
Das Verhältnis zwischen  Fragmenten, die auf interstitiellen Segmenten basieren und 
den interstitiellen Abschnitten, die an zentrische DAPI-Chromosomen transloziert oder 
selber zentrisch sind, beträgt etwa 0,7:1. Unter Einbeziehung der terminalen Fragmente 
liegt das Verhältnis bei 1:1. Größere oder kleinere terminale Deletionen an beiden 
Telomeren  hinterlassen recht große zentrische Fragmente, welche in Translokationen 
(graue Linien) verwickelt waren. Etwa die Hälfte der zentrischen Fragmente waren 
zwischen Bande 6 und 7 oder Bande 8 und 9, also deutlich in Nähe des Zentromers, 
gebrochen.
Die mittlere Länge der interstitiellen Fragmente ist meist länger als der p-Arm, was 
dazu führt, dass es nur wenige interstitielle Fragmente aus dem p-Arm gibt. Fragmente 
mit dieser Länge verteilen sich über das gesamte Chromosom.  
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3.8 CA nach Bestrahlung mit Fe-Ionen mit 200 MeV/n und 
500 MeV/n 
In den Abb. 21 und 22 wird eine Analyse der Anzahl von Bruchereignissen in 



































1 Bruch 2 Brüche 3 Brüche  4 Brüche
Abb. 21: Anzahl der Bruchereignisse in aberranten Chromosomen 5 nach Bestrahlungen mit 
0,5 Gy, 0,75 Gy, 1 Gy, 3 Gy und 4 Gy Fe-Ionen (500 MeV/n). Fehlerbalken entsprechen den 
Standardfehlern des Mittelwertes. 
Die Bruchverteilung in Abb. 21 ist innerhalb des Chromosoms bei 0,5 Gy und 4 Gy 
ähnlich, ebenso wie bei 0,75 Gy bis 3 Gy. Allerdings liegen bei 1 Gy die Ein-
Bruchereignisse mit etwa 0,68 über denen von 0,75 Gy (0,56) und 3 Gy (0,46). 
Entsprechend variabel ist auch das Verhältnis von „Einzelbruch“ zu „Summe der 
Mehrfachbrüche“. Bei 0,5 Gy ist das Verhältnis 1:1, bei 0,75 Gy 1:3,2, bei 1 Gy 1:1,5, 
bei 3 Gy 1:1,4 und bei 4 Gy 1:1,05. Bei Zusammenfassung der Daten für alle Dosen 
liegt der Quotient von „Einzelbruch“ und „Summe aller Mehrfachbrüche“ bei 1,45. Es 
gibt demnach mehr Einzelbruchereignisse als Mehrfachbrüche. 
Fasst man die Ein- und Zwei-Bruchereignisse sowie die Drei- und 
Vier-und-mehr-Bruchereignisse aller Daten zusammen und bildet daraus den 
Quotienten, dann erhält man fünfmal mehr Ein-/Zwei-Bruchereignisse als 
Drei-/Vier-und-mehr-Bruchereignisse am Chromosom. 
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Für eine Unterscheidung zwischen den Bruchverteilungen bei verschiedenen Energien 
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1 Bruch 2 Brüche 3 Brüche  4 Brüche
Abb. 22: Vergleich der Bruchverteilung in aberranten Chromosomen 5 nach Bestrahlung mit 
0,5 Gy und 1 Gy Fe-Ionen (200 MeV/n und 500 MeV/n). Fehlerbalken entsprechen den 
Standardfehlern des Mittelwertes. 
Insgesamt zeigt die Verteilung der Brüche in Abb. 22 für die verschiedenen Energien 
etwa gleiche Werte. Strahlendosen von 0,5 Gy und 1 Gy erzeugen pro Dosis bei 
verschiedenen Energien etwa die gleiche Zahl an Einzelbrüchen. Für die Berechnung 
der Quotienten aus „Einzelbruch/Summe aller Mehrfachbrüche“ liegen die Werte für 
200 MeV/n bei 1,53, bei 500 MeV/n bei 1,69.  Damit ergibt sich für 200 MeV/n und 
500 MeV/n ein nahezu gleiches Verhältnis von 1:1,1. Werden auch hier die Ein- und 
Zwei-Bruchereignisse pro Chromosom 5 zusammengefasst und den Drei- und 
Vier-und-mehr-Bruchereignissen gegenübergestellt, dann berechnen sich Werte für 
200 MeV/n von 5,60 und für 500 MeV/n von 7,90. Damit ergibt sich für 200 MeV/n 
und 500 MeV/n ein Verhältnis von 1:1,4. Die Bruchverteilung ist demnach für beide 
Energien ähnlich. 
Für alle Dosen, ausgenommen 1 Gy 200MeV/n, ist die Zahl der Brüche überdispergiert 
(Tab. 12). Für 200 MeV/n ist für den Dispersionsindex von 1,09 eine 
Poisson-Verteilung festgestellt werden. Bei 0,5 Gy und 4 Gy liegt der Dispersionsindex 
(ı2/Ȋ, wobei ı2 der Varianz entspricht und Y dem Mittelwert) etwa bei 2 und für 
0,75 Gy, 1 Gy und 3 Gy bei etwa 1,7.
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Tab. 12: Dispersionsindex und Brüche in aberranten Chromosomen 5 nach Bestrahlung mit 
Fe-Ionen (200 MeV/n und 500 MeV/n). Die mBAND- und mFISH-Analyse wurden im gleichen 
Experiment durchgeführt. * = signifikant überdispergiert mit p < 0,05. 
Für die verschiedenen Energien bei Fe-Ionen ist in Abb. 23 ein Vergleich zwischen 























aberrante Zellen Fragmente Translokationen
Abb. 23: Vergleich von aberranten Zellen, Fragmenten und Translokationen in mBAND nach 
Bestrahlung mit 0,5 Gy und 1 Gy Fe-Ionen (200 MeV/n und 500 MeV/n). Der Anteil von Zellen mit 
aberranten Chromosomen 5 sowie die Fragmente sind bezogen auf alle untersuchten Zellen. 
Fragmente umfassen alle Chromosomenabschnitte ohne Zentromer und Fusionsfragmente unter 
Beteiligung von Chromosom 5. Translokationen sind  bezogen auf  aberrante Chromosomen 5 und 














s Index  
mBAND-Analyse für 500 MeV/n 
0,5 Gy 244 10,25 26 0,090 2,00 * 
0,75 Gy 262 13,98 42 0,108 1,63 * 
1 Gy 432 12,73 63 0,110 1,73 * 
3 Gy 108 16,67 22 0,148 1,73 * 
4 Gy 248 47,98 156 0,570 1,80 * 
mBAND-Analyse für 200 MeV/n 
0,5 Gy 151 8,61 15 0,079 1,26 * 
1 Gy 144 11,11 18 0,097 1,09 
mFISH-Analyse für 500 MeV/n 
1 Gy 183 15,85 31 - - 
4 Gy 128 43,75 75 - - 
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Die Zahl aberranter Zellen in Abb. 23 liegt für 0,5 Gy bei steigender Energie zwischen 
8,6% und 10,3% und für 1 Gy zwischen 11,1% und 12,7%. Fragmente wurden über alle 
Dosen und Energien von 13,9% bis 16,7% gefunden. Für  500 MeV/n liegt der Wert bei 
14,2% und ist somit niedriger als bei 200 MeV/n. Die Gesamtzahl aller Translokationen 
unter Beteiligung von Chromosom 5 erhöht sich pro Dosis und Energie und umfasst 
Werte von etwa 53,3% und 63,5%. Die Häufigkeit der Translokationen steigt 
geringfügig mit höherer Energie und deutlicher bei einer höheren Dosis. Insgesamt 
betrachtet sind die Unterschiede der Strahleneffekte für verschiedene Energien nicht 
signifikant.
3.9 Vergleiche aberranter Chromosomen mit aberranten Zellen  
Abb. 24 zeigt eine Dosis-Effekt Beziehung nach Bestrahlung mit schweren Ionen für 














































aberrante Chromosomen aberrante Zellen
Abb. 24: Vergleich von aberranten Chromosomen 5 und aberranten Zellen nach Bestrahlungen mit 
0,5 Gy, 0,75 Gy, 1 Gy, 2 Gy, 3 Gy und 4 Gy Fe-Ionen (500 MeV/n), bezogen auf alle analysierten 
Chromosomen 5 und auf alle untersuchten Zellen. Fehlerbalken entsprechen den Standardfehlern 
des Mittelwertes.  
Erwartungsgemäß erhöht sich die Anzahl aberranter Zellen und aberranter 
Chromosomen mit steigender Dosis (Abb. 24). Bei 4 Gy ist fast die Hälfte aller 
untersuchten Zellen hinsichtlich des Chromosoms 5 geschädigt. Setzt man alle 
aberranten Zellen ins Verhältnis zu allen untersuchten Zellen für alle Dosen, dann ergibt 
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sich ein Wert von 1:5,25, was einer Schädigung von etwa 20% der untersuchten Zellen 
entspricht. Das Verhältnis von aberranten Zellen zu aberranten Chromosomen 5 beträgt 
1:1,2, es ist somit mehr als ein Chromosom 5 pro Zelle geschädigt. Für die einzelnen 
Bestrahlungsdosen ist diese Situation erkennbar, wenn die Zahl aberranter 
Chromosomen 5 über die Hälfte des ermittelten Wertes für aberrante Zellen ansteigt. 
Bei Strahlendosen von 3 Gy und 4 Gy liegen diese Werte etwa bei 75% und sind 
besonders deutlich (Abb. 24).
3.10 Vergleich mBAND, mFISH, Pan-Zentromer-Färbung
Ergebnisse zur Überprüfung von mBAND, mFISH und der Pan-Zentromer-Färbung 

































Abb. 25: Anteil aberranter Chromosomen 5 in mBAND und mFISH, bezogen auf alle untersuchten 
Zellen, nach Bestrahlung mit 1 Gy und 4 Gy Fe-Ionen (500 MeV/n). Fehlerbalken entsprechen den 
Standardfehlern des Mittelwertes.  
Ein Vergleich der Methoden mBAND und mFISH zeigt, dass die Anzahl aberranter 
Chromosomen bei der Auswertung keine signifikanten Unterschiede zeigt (Abb. 25).
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Einfache Interchange und komplexe Interchange in mBAND und mFISH werden in 


































einfache Interchange komplexe Interchange
Abb. 26: Methodenvergleich mBAND/mFISH für einfache/komplexe Interchange nach Bestrahlung 
mit Fe-Ionen (500 MeV/n), bezogen auf alle Chromosomen 5. Fehlerbalken entsprechen den 
Standardfehlern des Mittelwertes.  
Die Anzahl der Interchange ist pro Dosis für mBAND und mFISH nicht signifikant 
verschieden (Abb. 26). Für einfache Interchange nach 1 Gy Fe-Ionen liegen die Werte 
für mBAND bei 0,023 und für mFISH bei 0,027, für komplexe Interchange bei 0,01 und 
0,02. Bei einer Dosis von 4 Gy ergeben sich für mBAND Werte von 0,1 und für mFISH 
von 0,09 für einfache Interchange und 0,07 und 0,10 für komplexe Interchange.
  Ergebnisse82
Der Anteil DIZ wurde mit mBAND und Pan-Zentromer-Färbung erfasst und die 
























Abb. 27: DIZ von Chromosom 5 untersucht mit Pan-Zentromer-Färbung und mBAND. Die 
Häufigkeit der Chromosomen 5, in der Pan-Zentromer-Färbung wurde aus der Anzahl DIZ aller 
Chromosomen berechnet und den ausgezählten DIZ aus mBAND-Präparaten gegenübergestellt.  
Fehlerbalken entsprechen den Standardfehlern des Mittelwertes.  
Die Anzahl der DIZ mit Chromosom 5 wurden für die Pan-Zentromer-Färbung 
berechnet nach LUCAS et al. (1992). Die Formel basiert auf der Annahme, dass die 
Verteilung der Interchange proportional zum DNA Gehalt der Chromosomen ist. Diese 







FG ist die Häufigkeit der DIZ im Genom. F5 ist die Anzahl der DIZ, an denen 
Chromosom 5 beteiligt ist. f5 ist der Anteil von Chromosom 5 am gesamten Genom der 
Zelle (Mittelwert des Anteils: 0,0605 nach MORTON, 1991). Im Vergleich gibt es keine 
signifikanten Unterschiede zwischen beiden Methoden. Obwohl es mit mBAND zum 
Teil schwierig war, das Zentromer der nicht gebänderten PCC Chromosomen zu 
erkennen, war die Auswertung im Mittel korrekt (Abb. 27).  
Bei 1 Gy liegt die Zahl der DIZ 5 bei etwa 1-1,5 in 100 Zellen, unabhängig von der 
verwendeten Energie. Bei 4 Gy sind es etwa 10-11 DIZ auf 100 Zellen, etwa 5,5mal 
mehr als bei 1 Gy. 
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3.11 Vergleiche von Interchangen und Intrachangen 
Damit die Höhe der Schädigung und die Komplexität der CA stärker herausgestellt 
werden kann, werden in den Abb. 28-31 Ergebnisse zu Interchangen, Intrachangen, 


































einfache Interchange komplexe Interchange
Abb. 28: Einfache und komplexe Interchange mit Beteiligung von Chromosom 5 nach Bestrahlung 
mit 1 Gy und 4 Gy Fe-Ionen (500 MeV/n), bezogen auf aberrante Chromosomen 5. Fehlerbalken 
entsprechen den Standardfehlern des Mittelwertes.  
Bei  1 und 4 Gy ist in Abb. 28 der Anteil einfacher Interchange mit 0,32 und 0,33 etwa 
gleich. Bei 1 Gy beträgt die Zahl der komplexen Interchange etwa 0,16. Somit treten 
doppelt so viele einfache Interchange wie komplexe Interchange auf. Auch bei 4 Gy 
überwiegt  der Anteil der einfachen Interchange um etwa ein Drittel. 
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Damit Angaben über die Dichte der Ionisation gemacht werden können, werden 


































intra-arm Intrachange inter-arm Intrachange
Abb. 29: Intra-arm Intrachange und inter-arm Intrachange in Chromosom 5 nach Bestrahlung mit 
1 Gy und 4 Gy Fe-Ionen (500 MeV/n), bezogen auf aberrante Chromosomen 5. Fehlerbalken 
entsprechen den Standardfehlern des Mittelwertes.  
Bei einer Dosis von 1 Gy wurden doppelt so viele intra-arm Intrachange gefunden wie 
inter-arm Intrachange. Dies hat zur Folge, dass parazentrische Inversionen entsprechend 
häufiger sind als perizentrische. Für 4 Gy ist zwar das Verhältnis von intra-arm zu 
inter-arm Intrachangen ähnlich wie bei 1 Gy, allerdings sind hier die ermittelten Werte 
nur etwa halb so groß (Abb. 29).  
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Zur Veranschaulichung der Schäden in Chromosom 5 werden in Abb. 30 terminale 
Deletionen und CA, die nur Intrachange oder Interchange enthalten, mit CA verglichen, 

































nur Intrachange nur Interchange
Intra- und Interchange gleichzeitig terminale Fragmente
Abb. 30: Intra- und Interchange sowie terminale Fragmente bei Bestrahlungen von 1 Gy und 4 Gy 
mit Fe-Ionen (500 MeV/n), bezogen auf aberrante Chromosomen 5. Fehlerbalken entsprechen den 
Standardfehlern des Mittelwertes.  
Die Zahlen der Interchange sind bei 1 Gy und 4 Gy höher als die der Intrachange 
(Abb. 30): bei 1 Gy etwa um das 3,5fache, bei 4 Gy um das 8fache. Terminale 
Fragmente sind bei 1 Gy 1,6mal häufiger als bei 4 Gy. Allerdings gibt es bei 4 Gy zu 
einem Anteil von 0,13 Intra- und Interchange gleichzeitig in Chromosom 5, während 
bei 1 Gy gleichzeitige Ereignisse nicht gefunden wurden. 
Für die Aberrationsdaten aus den mBAND-Experimenten wurden Quotienten wie folgt 
berechnet:
1. komplexe/einfache Interchange (C-Quotient) 
2. intra-arm/inter-arm Intrachange (G-Quotient) 
3. einfache Interchange/Intrachange (F-Quotient) 
Diese Quotienten können dazu dienen festzustellen, ob nach Bestrahlung mit schweren 

















Abb. 31: Quotientenvergleich von komplexen zu einfachen Interchangen (C-Quotient), intra- zu 
inter-arm Intrachangen (G-Quotient) und einfachen Interchangen zu Intrachangen (F-Quotient) 
für Chromosom 5 nach Bestrahlung mit 1 Gy und 4 Gy Fe-Ionen. Fehlerbalken entsprechen den 
Standardfehlern des Mittelwertes.  
Die Quotienten in Abb. 31 erhöhen sich im Dosisvergleich in der Reihenfolge C, G und 
F. Der C-Quotient liegt bei 1 Gy bei 0,5, bei 4 Gy bei 0,7 und wäre im Mittelwert von 
0,6 ähnlich. Bei beiden Dosen überwog die Zahl einfacher Interchange gegenüber 
komplexen Interchangen. Der G-Quotient liegt bei 1 Gy bei 2,0, bei 4 Gy bei 2,6. Es 
wurden bei 4 Gy etwa 2,6mal mehr intra-arm Intrachange gefunden als inter-arm 
Intrachange. Der F-Quotient ist bei 1 Gy 2,2 und bei 4 Gy 4,6. Bei 4 Gy ist dieses 
Verhältnis mehr als doppelt so hoch wie im Vergleich zu 1 Gy. Alle Quotienten sind 
demnach bei einer höheren Dosis ebenfalls größer. 
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3.12 Verteilung von CA in PBL von Astronauten  
In den Abb. 32 und 33 wird das Vorkommen von CA in PBL bei Astronauten aus einem 





























vor dem Flug nach dem Flug
Abb. 32: Flug zur internationalen Raumstation ISS mit einer Aufenthaltsdauer von neun Tagen. 
Zusammengefasste Daten für aberrante Zellen aus Untersuchungen mit Giemsa-Färbung, mBAND 
und mFISH. Fehlerbalken entsprechen den Standardfehlern des Mittelwertes.  
Der Vergleich von drei Astronauten, die an einem Taxiflug mit einer Dauer von neun 
Tagen zur Raumstation ISS teilnahmen, zeigt nur bei Astronaut 2 eine signifikante 
Erhöhungen in der Anzahl aberranter PBL nach dem Flug (Abb. 32). Die CA 
beschränkten sich meist auf Bruchereignisse (B´ und B´´), die überwiegend in der 
Giemsa-Auswertung gefunden wurden. Etwa 0,6% der untersuchten Zellen hatten diese 
CA. Bei Astronaut 2 wurden nach dem Flug ein, bei Astronaut 3 zwei DIZ gefunden. 
Intrachromosomale CA in Chromosom 5 wurden in mBAND nicht gefunden. Mit 
mFISH konnten keine reziproken Translokationen nachgewiesen werden, lediglich eine 




























vor dem Flug nach dem Flug
Abb. 33: Flug zur internationalen Raumstation ISS mit einer Aufenthaltsdauer von fünf Monaten. 
Zusammengefasste Daten für aberrante Zellen aus Untersuchungen mit Giemsa-Färbung, mBAND 
und mFISH. Fehlerbalken entsprechen den Standardfehlern des Mittelwertes.  
Alle Astronauten zeigen einen Anstieg in der Zahl aberranter Zellen nach einem 
Langzeitaufenthalt von fünf Monaten (Abb. 33). Für Astronaut 4 und 6 sind diese 
Erhöhungen allerdings nicht signifikant. 
Obwohl alle Astronauten fünf Monate im All verbracht haben, zeigt Astronaut 5 nach 
Ȥ2-Test (p<0,01) eine signifikante Erhöhung in der Zahl aberranter Zellen. In jeder 
aberranten Zelle wurde nur eine CA gefunden. Anteilig an allen untersuchten Zellen 
verteilten sich die aberranten Zellen und die dazugehörigen Aberrationen überwiegend 
auf B´und B´´ (1,92%),  auf Ringe (0,26%) und reziproke Translokationen (0,17%). 
Ferner wurde eine multi-aberrante Zelle (Rogue-Zelle) gefunden (0,08%). Außer einer 
interstitiellen Deletion bei Astronaut 6 waren mit mBAND keine weiteren 
intrachromosomalen CA an Chromosom 5 nachweisbar. 
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4. Diskussion 
In dieser Arbeit wurden  chromosomale Untersuchungen von PBL, die mit schweren 
Fe-Ionen in vitro bestrahlt wurden, durchgeführt und mit mBAND, mFISH und 
Pan-Zentromer-Färbung analysiert. Die Ergebnisse werden mit in vivo Daten, die aus 
der Analyse der PBL von Astronauten der internationalen Raumstation ISS gewonnen 
wurden, verglichen. Für die Analyse und Protokollierung der Daten von CA wurde für 
mBAND ein neues Verfahren eingesetzt.
4.1 Methodik 
Für die Auswertung der CA waren verschiedene Gegebenheiten der mBAND-Technik 
und der Analysesoftware zu berücksichtigen. Normalerweise werden bei mBAND- 
hybridisierten Präparaten 22-24 Banden in Chromosom 5 angezeigt. In den ersten 
mBAND-Untersuchungen wurde mit nur 12 Banden gearbeitet (JOHANNES, 1999). Dies 
ist in der Chromosomenpräparation und in der Kalibrierung der Software begründet. 
Hier wurde eine Kalibrierung für die Darstellung von 23 Banden verwendet, wie sie 
auch von METASYSTEMS empfohlen wird. Auf dieser Grundlage wurde auch das 
vorgestellte Klassifizierungssystem entwickelt. Die Banden basieren nicht auf 
strukturellen Eigenschaften des Chromosoms, wie beispielsweise bei den Giemsa 
Banden in ISCN (ISCN, 1995), sondern orientieren sich an den entsprechend 
positionierten DNA-Sonden.
Teilweise ergaben sich technische Probleme bei der Analyse der FISH Präparate, die 
kurz erläutert werden. Wenn in mBAND bei einem ungeschädigten Chromosom die 
terminalen Banden 1 und 23 unzureichend oder gar nicht dargestellt werden konnten, 
bedeutete das nicht, dass die zugehörigen Chromosomenteile fehlten. Eine Ansicht der 
Fluorochrom-Einzelfarben gab in der Regel Auskunft über den Verbleib bestimmter 
Chromosomenabschnitte.  
Schwieriger war die Analyse telomerloser äußerer Banden eines Fragments. Es kam 
vor, dass die Bande plötzlich nicht mehr so breit erschien wie im ungeschädigten 
Chromosomen. Es sollte bedacht werden, dass die Falschfarbenbande nicht mehr 
komplett von der Software berechnet werden kann, wenn die Fragmentierung einen 
Abschnitt der Hybridisierung unterbricht. Bildverändernd bei der Falschfarben- 
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Darstellung waren auch technische Eingriffe beim Kontrast, bei der Helligkeit, der 
oberen und unteren Schwellenwerte der Fluoreszenz-Einzelfarben, bei der 
Objektschwelle oder bei automatischen Mechanismen zur Bildoptimierung. Es war 
jederzeit notwendig zu überprüfen, ob Maßnahmen zur Bildoptimierung nicht etwa in 
einer anderen Darstellungsart von ISIS unerwünschte Verschlechterungen nach sich 
zogen. Es ist bei mBAND möglich, dass an den Grenzen von translozierten oder 
invertierten Segmenten  Bildinformationen zusammentreffen, die nicht mehr 
einwandfrei von der Software getrennt und auf die ordnungsgemäße 
Falschfarben-Darstellung umgerechnet werden können. Dennoch war es nach 
Anwendung der verschiedenen Darstellungsarten und deren Vergleich möglich, 
Bruchereignisse den einzelnen Banden zuzuordnen.
Fehler können auch bei mangelnder Hybridisierungsqualität entstehen. 
Widersprüchliche Falschfarbenübergänge oder Banden können die Folge sein 
(Abb. 12 g). Bildtechnische Eingriffe und Vergleiche der einzelnen Fluorochrome und 
deren Emmissionsspektren führen meist zum richtigen Analyseergebnis. Die spektralen 
Intensitätsverläufe der Fluorochrome zeigen eindeutig, ob  eine Bande von der Software 
falsch berechnet wurde, oder ob es sich im Falle einer Insertion oder Translokation um 
DAPI markierte Chromosomenabschnitte handelt (Abb. 12 g). 
Bei der mBAND-Hybridisierung wird nur ein homologes Chromosomenpaar gegenüber 
allen anderen mit DAPI uniform gefärbten Chromosomen dargestellt 
(DAPI-Chromosomen). Dies ist von Vorteil, weil Anteile des gebänderten Chromosoms 
deutlich sichtbar sind, unabhängig von ihrer Position innerhalb der Metaphase. Von 
Nachteil ist, dass die CA mit der herkömmlichen Terminologie nur noch eingeschränkt 
beschrieben werden können. Bei einer Zelle, deren Chromosomen stark fragmentiert 
sind, lässt sich aufgrund der Färbung von nur einem Chromosom nicht mit Sicherheit 
sagen, ob eine Translokation reziprok ist oder nicht. Eine komplexe Translokation 
zwischen drei Chromosomen wäre ebenfalls denkbar.  
Bei der mFISH-Hybridisierung bilden „Dichtegradienten“ der Fluorochrome den 
Umrechnungsfaktor für die mFISH typische Falschfarben-Darstellung. Das bedeutet bei 
einer Hybridisierung von gleichzeitig 23 Chromosomenpaaren, dass die spektrale 
Toleranz für Farb-Berechnungen sehr klein ist. Folglich können Artefakte innerhalb 
eines Chromosoms entstehen, die der farbigen Kennzeichnung (Abb. 13 a, b) der 
restlichen Chromosomen entsprechen. Auch hier hilft nur eine Überprüfung und 
Bestimmung des Chromosoms oder Fragments über die Fluorochrom-Einzelfarben. 
Diskussion   91
Weil auch hier die Qualität der Hybridisierung für jedes Fluorochrom variieren kann, 
sind Kalibrierungen von Schwellenwerten und Farbsättigungen in der Software 
zwingend. Diese Bedingungen können dazu führen, dass mit mFISH kleinste Fragmente 
oder auch terminale Translokationen nicht immer deutlich genug sichtbar werden oder 
womöglich im farbigen „Hintergrundrauschen“ verschwinden (FOMINA et al., 2000). 
Untersuchungen von Zellen, die mit dicht ionisierenden Strahlen bestrahlt wurden, sind 
somit schwierig. Dennoch sind die Ergebnisse für mBAND und mFISH bei bestimmten 
Fragestellungen (DIZ und Translokationen) sehr ähnlich. Eine weitere Überprüfung mit 
einer Pan-Zentromer-Färbung bestätigte diesen Befund. 
4.2 CA in Chromosom 5 
Für das Auftreten von CA werden verschiedene Theorien diskutiert. Mit 
molekulargenetischer Hilfe ist es in den letzten Jahren möglich geworden, zumindest 
teilweise die Mechanismen von DNA-Schädigungen und deren Reparatur aufzuklären 
(PFEIFFER et al., 2000). Für physikalische Agenzien existieren zahlreiche 
Untersuchungen, die sich mit CA beschäftigen. Allerdings beschäftigten sich diese 
Arbeiten meist nur mit ionisierenden Strahlen, die wegen des Krebsrisikos für die 
Menschen auf der Erde von Bedeutung sind. Im Zuge des Fortschritts und der 
Erforschung des Weltraums haben Shuttle-Flüge in die oberen Schichten der 
Erdatmosphäre und Flüge in den erdnahen Weltraum zugenommen. Heute schon 
werden noch weitere Flüge, wie etwa zum Mars, geplant. Diese Entwicklungen machen 
auch die Erforschung von Strahlen notwendig, die erst im All auftreten. 
Eisen als ein wesentliches Element im Universum ist im Weltraum auch in Form von 
schweren Ionen zu finden. Die Wirkungsweise der schweren Fe-Ionen konnte aber vor 
Ort im Weltraum bislang nicht geklärt werden. Stattdessen untersucht man schwere 
Ionen, die in speziellen Beschleunigungsanlagen auf der Erde erzeugt werden. Diese in 
vitro Untersuchungen können helfen, die spezifischen Effekte schwerer Fe-Ionen auf 
die DNA weiter aufzuklären. Man bekommt somit einen besseren Einblick in die 
Entstehung von Krebserkrankungen und kann möglicherweise in Zukunft das 
Krebsrisiko besser abschätzen. 
Die Häufigkeit und die Komplexität der CA, die durch schwere Ionen ausgelöst werden, 
stellen einen interessanten Untersuchungsfaktor dar. Bereits vor etwa zehn Jahren 
wurde von BRENNER und SACHS (1994) postuliert, dass – im Vergleich zu 
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Röntgenstrahlen oder chemischen Agenzien - nach Bestrahlung mit dicht ionisierenden 
Strahlen (wie Neutronen, Alpha-Partikel oder schwere Ionen) bei der Auswertung der 
CA ein ungewöhnlich niedriger Quotient von DIZ zu Ringen berechnet werden könnte. 
Quotienten von verschiedenen CA wurden zwischenzeitlich kontrovers diskutiert und 
darauf getestet, ob sie als „Fingerabdruck“ für dicht ionisierende Strahlen in Frage 
kommen (BAUCHINGER und SCHMID, 1997; NAKAMURA et al., 1998; LUCAS et al.,
1999). Ergebnisse aus diesem Gebiet liegen für schwere Ionen mit mFISH kaum und 
mit mBAND gar nicht vor. Weil mit diesen Methoden auch sehr komplexe CA erfasst 
werden können, wurde in der vorliegenden Untersuchung  versucht, mit mBAND und 
mFISH einen solchen „Fingerabdruck“ im Genom nach Bestrahlungen mit schweren 
Fe-Ionen zu finden. 
Zur Einschätzung der Wirkungsweise von Fe-Ionen ist es sinnvoll mit Daten anderer 
CA induzierenden Agenzien zu vergleichen, damit möglicherweise ein „Fingerabdruck“ 
herausgearbeitet werden kann. Zusätzlich zu den Daten dieser Arbeit für 1 Gy 
(500 MeV/n) und 4 Gy Fe-Ionen (500 MeV/n) werden Vergleichsdaten zu 
Röntgenstrahlen (4 Gy), Neutronenstrahlen (2 Gy) und des Restriktionsenzyms AluI (30 
Einheiten, Erkennungssequenz AG/CT), das in PBL sehr stark CA induziert, von 
JOHANNES et al. (2003) herangezogen. In deren Arbeit wurde ebenfalls nur 
Chromosom 5 mit mBAND analysiert.  
4.2.1 Bandenlängen und interstitielle Fragmente
Zur Erfassung von Bruchereignissen mit räumlicher Nähe im Chromosom eignet sich 
besonders die Analyse von interstitiellen Chromosomensegmenten. Wegen der 
Bänderungstechnik bietet mBAND die Möglichkeit, Bruchereignisse in den Banden 
oder Bandenbereichen festzustellen und auf diese Weise die Nähe von Brüchen im 
Chromosom darzustellen. Für eine Analyse ist nicht nur die Position der Banden, 
sondern auch deren Länge ein wichtiger Faktor, weil so neue Erkenntisse über die 
Länge der entstandenen Fragmente gewonnen werden können. 
Wie in Punkt 2.7.6 bei „Material und Methoden“ beschrieben, sind die Bandenlängen 
unter anderem vom Kondensationsgrad des Chromosoms und von der Kalibrierung in 
ISIS abhängig. Sofern der Experimenttyp und der Falschfarben-Klassifikator 
unverändert bleiben, ist über ISIS eine relative Messung der Bandenlängen möglich. 
Weil die Längen in nur zwanzig Chromosomen ausgemessen wurden, ergeben sich 
teilweise recht hohe Schwankungen. Die Länge der interstitiellen Fragmente ist durch 
Diskussion   93
Addition der einzelnen Bandenlängen erstellt worden und damit ebenfalls diesen 
Schwankungen unterworfen, ebenso wie die Zuordnung der Bruchereignisse zu 
einzelnen Banden. 
Bei der Auswertung interstitieller Fragmente von stark fragmentierten Chromosomen 
lässt sich manchmal schwer sagen, was unter „interstitiell“ zu verstehen ist. Auch in der 
Literatur finden sich keine eindeutigen Erklärungen. Für den Fall, dass interstitielle 
Fragmente immer azentrisch sind, ist die Analyse eindeutig. Das gilt nicht für zentrische 
Chromosomenabschnitte. Würde ein Fragment lediglich das Zentromer und einen 
kleinen angrenzenden Bereich enthalten, läge ein zentrisches interstitielles Fragment 
vor. Das würde eine längenabhängige Definition bedeuten. Würde sich die Länge des 
genannten zentrischen Fragments zu den Telomeren hin erweitern, dann würde man 
schließlich von terminalen und nicht von interstitiellen Fragmenten sprechen. Eine 
Definition hinsichtlich der Länge ist ohnehin problematisch, weil die Chromosomen 
verschieden lang sind. Ein „interstitielles“ zentrisches Fragment eines großen 
Chromosoms könnte im relativen Vergleich zu einem kleinen Chromosom als 
zweifache terminale Translokation gewertet werden. 
Für die Auswertung wurden unter „interstitielle Fragmente“ azentrische interstitielle 
Fragmente und solche zentrischen Fragmente zusammengefasst, die an den Telomeren 
einen Chromosomenstückverlust aufwiesen. Weil in mBAND keine interstitiellen 
Fragmente gefunden wurden, die länger als 75% der Gesamtchromosomenlänge waren, 
könnte man „interstitiell“, als „Chromosomenfragment mit zwei Bruchenden, das 
maximal 75% der Gesamtchromosomenlänge umfasst“ definieren. Eine Definition wie 
diese wäre möglicherweise nach entsprechender Überprüfung auf alle Chromosomen 
anwendbar.
Die interstitiellen Fragmente (Abb. 17) nach 4 Gy Fe-Ionen Bestrahlung können in 
Translokationen (Abb. 18) und interstitielle Deletionen (Abb. 19) unterteilt werden. Es 
zeigt sich, dass Fragmente aller gefundenen Längen bis 75% der 
Gesamtchromosomenlänge an Translokationen beteiligt sein können; bei interstitiellen 
Deletionen aber nur bis zu einer Länge von 40%. Es ist anzunehmen, dass wegen ihrer 
räumlichen Nähe die Bruchenden der kurzen interstitiellen Fragmente eher dazu 
tendieren, mit sich selbst zu fusionieren (etwa zu Ringen) als zu einem anderen, weiter 
entfernten Chromosom zu translozieren. Möglicherweise fusionieren interstitielle 
Fragmente mit mehr als 40% der Gesamtchromosomenlänge eher mit 
Nachbarchromosomen und nicht mit sich selbst.  Die Entfernung der beiden 
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Bruchenden ist möglicherweise zu groß für die Bildung eines Ringchromosoms oder 
eines interstitiellen Fragments ohne jegliche Fusion. Ob dies auf Chromosomen jeder 
Größe zutrifft, sollte überprüft und mit absoluten Längen verglichen werden. Damit 
könnten weitere Einsichten in die Lage der Chromosomen im Zellkern und zur 
Chromosomendynamik geliefert werden. 
4.2.2 Bruchereignisse 
Für die lokale Schädigung der Chromosomen durch verschiedene Agenzien waren nicht 
nur die CA, sondern auch die Anzahl der entstandenen Chromosomenbrüche 
interessant. Die Häufigkeit von Brüchen im Chromosom könnte indirekt Auskunft 
geben über die Qualität der Ionisation auf  DNA-Ebene.
Ein Vergleich der Bruchereignisse in Chromosom 5 zeigte, dass für 4 Gy 
Röntgenstrahlen, 2 Gy Neutronen und 1 Gy Fe-Ionen zu 70% Einzelbrüche pro 
Chromosom induziert wurden. 4 Gy Fe-Ionen und AluI induzierten dagegen nur noch 
etwa 52% Einzelbrüche. Berücksichtigt man das Auftreten komplexer Aberrationen 
sowie die Strahlenqualität, dann ist der niedrigere Wert zu erwarten gewesen. 
Vergleicht man die Verhältnisse der Anzahl von Brüchen, dann traten zwei Brüche 
gleichzeitig bei allen Agenzien in etwa 30% der Chromosomen auf. Drei Brüche 
wurden bei Röntgenstrahlen und Neutronen in weniger als 2% gefunden. Vier Brüche 
oder mehr traten bei Röntgenstrahlen nicht auf, liegen aber für die dicht und indirekt 
ionisierenden Neutronen bei etwa 2% der aberranten Chromosomen.  
Bei 1 Gy Fe-Ionen weisen 6% der Chromosomen gleichzeitig drei Brüche und 3% vier 
Brüche oder mehr auf.  Bei 4 Gy Fe-Ionen entstehen zu 12% drei Brüche pro 
Chromosom und zu 10% vier Brüche oder mehr. Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit 
Werten für das Restriktionsenzym AluI (11% und 7%). Während also bei 4 Gy Fe-
Ionen die relative Zahl der Einzelbrüche pro Chromosom abnimmt, steigen die Werte 
für Drei- und Vier-und-mehr-Brüche. Schon der Vergleich der Bruchereignisse zeigt 
den Unterschied zwischen Strahlenquantität und Strahlenqualität bei locker 
ionisierenden Strahlen, wie den Röntgenstrahlen, und dicht ionisierenden Strahlen, wie 
den Neutronen und schweren Ionen. Fe-Ionen bewirken sogar deutlich mehr Brüche 
gleichzeitig als Neutronen. Im Verhältnis induzierten 4 Gy Röntgenstrahlen und 2 Gy 
Neutronen etwa 0,25 Brüche pro Chromosom. Für AluI und 1 Gy Fe-Ionen war das 
Ergebnis mit 0,1 Brüchen niedriger. 4 Gy Fe-Ionen induzierten 0,57 Brüche pro 
Chromosom und waren somit in dieser Hinsicht am wirksamsten. Um zu überprüfen, ob 
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die Anzahl der Brüche pro Chromosom einer Poisson-Verteilung entspricht, wurden 
Dispersionsindizes berechnet. Mit Ausnahme von 1 Gy Fe-Ionen mit 200 MeV/n sind 
die Zahl der Brüche bei den übrigen Agenzien und Dosen überdispergiert. Im Vergleich 
zu den übrigen Daten ist für die Ausnahme bei 200 MeV/n eine statistische Unschärfe, 
wegen zu weniger untersuchter Zellen, wahrscheinlich. Die Dispersionsindizes für 
Röntgenstrahlen (1,3) sind am niedrigsten, gefolgt von Neutronen (1,4), Fe-Ionen (1,7 
bei 1 Gy und 1,8 bei 4 Gy) und AluI (2,1). Für AluI kann der hohe Dispersionsindex mit 
der ungleich verteilten Aufnahme des Restriktionsenzyms AluI mittels Elektroporation 
erklärt werden. 
Ein Vergleich verschiedener Dosen von 0,5-4 Gy Fe-Ionen (500 MeV/n) in Abb. 21 
zeigt interessante Ähnlichkeiten mit anderen Untersuchungen: WU et al. (2003) haben 
Untersuchungen mit 0,7 Gy und 3 Gy Fe-Ionen (200 MeV/n) mit Fibroblasten 
durchgeführt. Sie erhielten für beide Dosen ähnliche Verteilungen von einfachen und 
komplexen Interchangen sowie von vollständigen und unvollständigen Interchangen. 
Meist waren drei oder vier verschiedene Chromosomen an den CA beteiligt. Betrachtet 
man in diesem Zusammenhang die Häufigkeiten der ausgewerteten Bruchereignisse in 
der hier vorliegenden Untersuchung, dann wurden nach 0,5 Gy, 0,75 Gy und 1 Gy 
Fe-Ionen  etwa 0,1 Brüche pro Chromosom festgestellt. Nach 3 Gy waren es 0,14 und 
nach 4 Gy 0,57 Brüche pro Chromosom. Wenn auch das Ergebnis für 3 Gy  gegenüber 
0,5 Gy bis 1 Gy etwas erhöht ist, so ist es dennoch annähernd vergleichbar. Für 
verschiedene Dosen könnte eine ähnliche Anzahl von Brüchen pro Chromosom auch 
auf ähnliche Verhältnisse von verschiedenen CA hinweisen.
Die Erhöhung der Brüche pro Chromosom auf 0,57 nach 4 Gy Fe-Ionen ist allerdings 
sehr stark und lässt sich nicht ausreichend erklären. Es bleibt zu diskutieren, ob für den 
großen Unterschied zwischen 3 Gy und 4 Gy möglicherweise eine Schwelle für 
unzureichende biologische Reparaturprozesse die Ursache sein könnte oder eine 
statistische Unschärfe aufgrund weniger analysierter Zellen. Die verschiedenen 
Energien von 200 MeV/n und 500 MeV/n, die bei WU et al. (2003) und in der 
vorliegenden Untersuchung benutzt wurden, scheinen durchaus vergleichbar zu sein. 
Dies trifft nach 0,5 Gy und 1 Gy für die Bruchverteilungen (Abb. 22) sowie für 
aberrante Zellen, Fragmente und Translokationen zu (Abb. 23). Vergleichbar waren 
auch die Anzahl der DIZ (Abb. 27). Die Fähigkeiten CA zu induzieren sind bei Strahlen 
mit hohem LET und diesen Energien offenbar gesättigt (DURANTE, 2002b). Es wäre 
durchaus möglich, dass bei weiterer Reduzierung der Dosis die Häufigkeit der Brüche 
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im Verhältnis zu aberranten Chromosomen ähnlich bleibt, wenn man annimmt, dass bei 
dieser Art von Strahlung DSB in unmittelbarer Nähe auftreten und so zu den 
beobachteten Brüchen im Chromosom führen (BAUCHINGER und SCHMIDT, 1998). 
Wenn also nach verschiedenen Dosen bei Bestrahlung mit schweren Ionen die 
Bruchverteilungen ähnlich sind, dann könnte das im Vergleich mit anderen 
Strahlenarten als Hinweis für dicht ionisierende Strahlen dienen. 
Für weitergehende Untersuchungen war es interessant die Verteilung der Brüche im 
Chromosom zu überprüfen. Für eine bessere Auswertung wurden die Ergebnisse nach 
0,5 Gy, 0,75 Gy, 1 Gy, 3 Gy und 4 Gy zusammengefasst. Isoliert man die Ergebnisse 
nach 4 Gy Bestrahlung, dann sieht die Verteilung ähnlich aus und zeigt in den 
Signifikanzen von erwarteten Brüchen zu beobachten Brüchen kaum Unterschiede. In 
Relation zur Länge der beiden Chromosomenarme sind die beobachteten 
Bruchereignisse gleichmäßig verteilt. Allerdings gibt es innerhalb der Arme Häufungen 
von Brüchen, die bestimmten Banden zugeordnet werden konnten. Die erhöhte Zahl 
von Brüchen (Abb. 16) in Bande 3 und in den besonders kurzen Banden 13-14 zeigen 
ähnliche Ergebnisse zu Untersuchungen von TUCKER und SENFT (1994), die den 
größten Teil an Bruchereignissen etwa in der Mitte eines Chromosomenarmes von 
Chromosom 1,2 und 4 bestimmt haben. 
Es bestätigte sich in der vorliegenden Untersuchung ebenfalls, dass sehr wenige Brüche 
in Nähe der Telomere gefunden wurden. Allerdings waren es hier signifikant weniger 
Brüche. Es bleibt zu prüfen, ob dies bei Bestrahlung mit schweren Ionen 
möglicherweise spezifisch für Chromosom 5 sein könnte. Gegensätzlich zu den 
Ergebnissen von TUCKER und SENFT (1994) zeigt sich eine signifikante Anzahl 
Bruchereignisse in Nähe des Zentromers bei Bande 6 des p-Armes (Abb. 16). Die 
Schwankungen der gemessenen Bandenlänge könnten bei den kurzen Banden 13 und 14
zusammenfasst werden, um Messfehler auszugleichen. Eine Überprüfung hat aber 
gezeigt, dass die Signifikanz  bei deren Zusammenfassung bestehen bleibt.  
4.2.3 Interchange und Intrachange
Untersuchungen an menschlichen Lymphozyten und Fibroblasten mit Protonen, 
Kohlenstoffionen und 1 GeV/n Fe-Ionen von WU et al. (1997) zeigen, dass komplexe 
CA bei Strahlen mit hohem LET überwiegen. Dies kann für die eingesetzten Strahlen 
dieser Untersuchung bestätigt werden. Das Verhältnis komplexer zu einfachen 
Interchangen (C-Quotient) in Chromosom 5 wurde mit mBAND und mFISH untersucht. 
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Die Ergebnisse aus beiden Methoden zeigen keine signifikanten Unterschiede für 
einfache Interchange, jedoch sind die komplexen Interchange in mFISH erkennbar 
höher als in mBAND (Abb. 26). Dieses Ergebnis ist zu erwarten gewesen, weil etwa 
Austausche zwischen drei verschiedenen Chromosomen mit mFISH sichtbar sind, in 
mBAND aber nicht. Interessant wäre eine Untersuchung derjenigen komplexen 
Interchange mit mFISH, die mit mBAND als einfache Aberrationen erscheinen sowie 
der umgekehrte Fall, in welchem die Interchange zwischen homologen Chromosomen 
in mBAND dem Ergebnis der mFISH-Untersuchung gegenübergestellt werden. Auf 
diese Weise könnten zumindest statistisch die Einschränkungen beider Methoden in 
dieser Sache kompensiert werden. Der methodische Vergleich von mBAND und einer 
Pan-Zentromer-Färbung brachte keine signifikanten Unterschiede. Die Zahl von DIZ 
unter Beteiligung von Chromosom 5 konnte berechnet werden. Ein Vergleich mit der 
Auszählung in mBAND (Abb. 27) bestätigt, dass die manchmal schwer erkennbaren 
Zentromere in PCC richtig ausgewertet wurden (Abb. 14). 
Ein Vergleich von einfachen und komplexen Interchangen (Abb. 28) mit Ergebnissen 
von JOHANNES et al. (2003) zeigt, dass Strahlen mit hohem LET deutlich mehr 
komplexe Interchange erzeugen als Röntgenstrahlen. Dabei ist zu berücksichtigen, dass 
auch Röntgenstrahlen komplexe Aberrationen erzeugen können, was aber 
dosisabhängig ist. Bestrahlungen mit schweren Ionen sind wegen der Strahlenqualität in 
ihrer lokalen Wirkung eher dosisunabhängig. Ergebnisse aus Untersuchungen an den 
Chromosomen 1, 2 und 5 mit Alpha-Strahlen bestätigen die Zunahme komplexer CA 
für Insertionen (ANDERSON et al., 2000). Vergleichende Ergebnisse mit 
Gamma-Strahlen und Alpha-Strahlen konnten eine LET-Abhängigkeit wiederum nicht 
deutlich bestätigen  (BAUCHINGER und SCHMID, 1997).  Der C-Quotient für 2 Gy 
Neutronen, 1 Gy Fe-Ionen und AluI (30 Einheiten) ist etwa doppelt so hoch wie für 
Röntgenstrahlen und etwa dreimal so hoch für 4 Gy Fe-Ionen im Vergleich zur gleichen 
Dosis Röntgenstrahlen. An diesem Vergleich sieht man deutlich die Wirkung von 
Quantität und Qualität der jeweiligen Strahlenart. 
In einem Vergleich bei  FOMINA et al. (2000) für  4 Gy Röntgenstrahlung liegt die Zahl 
der unvollständigen terminalen Interchange bei 21%, wenn man markierte Telomere 
unberücksichtigt lässt. Tatsächlich fällt aber dieses Ergebnis auf unter 5%, wenn 
translozierte Telomere zur Auswertung hinzugezogen werden und sich auf diese Weise 
ein großer Teil der einseitigen Translokationen als reziproke Translokationen 
herausstellt. Letztlich ändert dies nichts an der Zahl aller ausgewerteten Interchange. Es 
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bleibt aber zu überlegen, ob sich nicht die Ergebnisse von einfachen und komplexen 
Interchangen ändern. 
Biophysikalische Modelle (BRENNER und SACHS, 1994;  SACHS et al., 1997b; 
OSTASHEVSKY, 2000; WU, 2001) postulieren, dass dicht ionisierende Strahlen einen 
größeren Anteil an intrachromosomalen Austauschen und ein höheres Verhältnis von 
intra-arm (interstitielle Deletionen und parazentrische Inversionen) zu inter-arm (Ringe, 
perizentrische Inversionen) Intrachangen (G-Quotient) verursachen, als das bei locker 
ionisierenden Strahlen der Fall ist. Während Ringe in Giemsa gefärbten Präparaten sehr 
leicht zu erkennen sind, ist dies für stabile intrachromosomale Austausche, etwa 
Inversionen, und interstitielle Fragmente nicht möglich. Deswegen eignete sich für 
diese Untersuchung  mBAND besonders gut. Die Annahmen der oben genannten 
Autoren basieren grundsätzlich darauf, dass mit erhöhter Wahrscheinlichkeit 
chromosomale Austausche entstehen, wenn zwei DSB nebeneinander auftreten (SACHS
et al., 1997a). Diese Ereignisse in unmittelbarer Nähe scheinen die Anzahl von 
Intrachangen gegenüber Interchange, und intra-arm gegenüber inter-arm Intrachangen 
zu erhöhen. 
Die Anzahl der Intrachange in Chromosom 5 wurde mit der Zahl der Interchange 
verglichen. Bei den verwendeten Agenzien überwog die Anzahl an Interchangen. Der 
Quotient aus einfachen Interchangen zu Intrachangen (F-Quotient) reicht für alle 
Agenzien von 2,2 bis zu 5,3. Fe-Ionen liegen mit einer Dosis von 1 Gy bei einem 
Quotienten von 2,2 und für 4 Gy bei 4,6. Der höchste Wert von 5,3 ist bei den 
Neutronen festgestellt worden. Mit Bezug auf die Röntgenstrahlen (3,1) sind keine 
signifikanten Unterschiede vorhanden, weil dosisbedingt auch hier sehr viele 
Interchange zu erwarten sind. Im Vergleich zu den übrigen Agenzien sind nach 
Bestrahlung mit Fe-Ionen sehr viele terminale Deletionen vorhanden. Während bei 
Röntgenstrahlen und Neutronen deren Anzahl bei etwa 10 % liegt, sind es bei 1 Gy Fe-
Ionen etwa 40% und bei 4 Gy etwa 25%. Allerdings findet man für 4 Gy Fe-Ionen mehr 
Interchange als für 1 Gy. Weil in Standardkulturen von PBL stark geschädigte Zellen 
die Metaphase oft nicht erreichen, findet man in G2-PCC nach Bestrahlung mit 
Röntgenstrahlen und Kohlenstoffionen immer eine Erhöhung der Anzahl terminaler 
Deletionen (DURANTE et al., 1999). 
Der G-Quotient reicht von 1,6 bei 4 Gy Röntgenstrahlen bis zu 2,6 bei 4 Gy Fe-Ionen. 
Auch dieser Unterschied war nicht signifikant. Für AluI lag dieser Wert bei 1,4. Für 
einen Vergleich von 4 Gy Röntgenstrahlen, 2 Gy Neutronen, 1 Gy und 4 Gy 
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Schwerionen sowie AluI mit den ermittelten Quotienten wurden die Ergebnisse für 
4 Gy Röntgenstrahlen auf 1 gesetzt und die Ergebnisse der übrigen Agenzien 
entsprechend umgerechnet. Schaut man sich die Berechnungen für verschiedene 
ionisierende Strahlen an (BAUCHINGER und SCHMIDT, 1998), dann kann angenommen 
werden, dass dicht ionisierende Strahlen, wie schwere Ionen, DSB dichter beieinander 
erzeugen als beispielsweise Röntgenstrahlen. Deswegen sollte der Anteil an 
Intrachangen gegenüber Interchangen, und intra-arm gegenüber inter-arm Ereignissen, 
erhöht sein. Biophysikalische Modelle können derzeit absolute Werte für die 
F-Quotienten und G-Quotienten vorhersagen, allerdings  sind noch viele Annahmen 
bezüglich der Verteilung des Chromatins in der Interphase, der Interaktion paarweise 
auftretender DSB und der Bewegung chromosomaler Bereiche notwendig. 
Direkte Messungen wurden auch mit Giemsa-Färbung (BAUCHINGER und SCHMIDT,
1998; SASAKI, 1999) oder mit chromosomenarm-spezifischen FISH-Sonden (SASAKI,
1999; NATARAJAN et al., 1996) durchgeführt. Die mBAND-Technik erlaubt aber eine 
wesentlich differenziertere Betrachtung. Abgesehen von den absoluten Werten wird mit 
Hilfe biophysikalischer Modelle vorgeschlagen, dass bei Strahlung mit hohem LET die 
F-Quotienten abnehmen und die G-Quotienten zunehmen. Ein Vergleich der 
dargestellten Ergebnisse ergibt F-Quotienten zwischen 2.2 (1 Gy Fe-Ionen) und 5.3 
(2 Gy Neutronen) und G-Quotienten zwischen 1.4 (AluI) und 2.6 (4 Gy Fe-Ionen). Wie 
bereits oben angemerkt, ist ein direkter Vergleich dieser Werte mit bereits 
veröffentlichten Ergebnissen problematisch, weil diese auf verschiedenen Methoden 
und Modellen mit unterschiedlichen Annahmen beruhen. Erstaunlicherweise zeigen die 
Ergebnisse im Vergleich, dass weder der F-Quotient noch der G-Quotient signifikant 
von der Strahlenqualität oder den DNA-brechenden Agenzien abhängt. Dies gilt 
zunächst nur für die hier dargestellten Strahlen und Agenzien. Weitere vergleichende 
Untersuchungen wären empfehlenswert. 
Aktuelle biophysikalische Modellvorstellungen sollten die hier dargestellten Ergebnisse 
zukünftig mit einbeziehen. Mathematische Modelle zeigen, dass die Abhängigkeit des 
F-Quotienten von der Strahlenqualität reduziert ist, wenn die Bewegung der 
Interphasechromosomen so langsam ist, dass eine Interaktion zwischen deutlich 
getrennten Bruchenden nicht benachbarter Chromosomenarme unmöglich ist 
(BRENNER und SACHS, 1996). Tatsächlich können Modelle, die auf einem statischen 
Interphase-Zellkern beruhen, nicht die Abhängigkeit von LET und F-Quotient 
vorhersagen (SAVAGE und PAPWORTH, 1996). Bei einer schnelleren Bewegung der 
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Chromosomen in der Interphase wären höhere G-Quotienten anzunehmen als 
diejenigen, die gemessen wurden. Im Gegensatz dazu bestätigen Modelle, die auf einer 
langsamen Chromosomenbewegung basieren, die G-Quotienten, die hier mit schweren 
Ionen und den übrigen Mutagenzien gemessen wurden (SACHS et al., 1997b). Insgesamt 
deuten die Ergebnisse also darauf hin, dass Interphasechromosomen sich langsam oder 
gar nicht bewegen. Dies stimmt mit direkten Messungen an bestrahlten Lymphozyten 
überein (LUCAS und CERVANTES, 2002). 
Die Ergebnisse widersprechen Untersuchungen von HANDE et al. (2003), die in 
chronisch exponierten Plutoniumarbeitern ein erhöhtes Vorkommen von Intrachangen 
zu Interchangen gefunden haben. Wegen der langen Expositionsdauer der 
Plutoniumarbeiter könnte es möglich sein, dass die meisten Interchange, die von dicht 
ionisierender Strahlung hervorgerufen wurden, in der Zellteilung verloren gingen und 
deswegen nicht stabil waren. Das wiederum könnte lange Zeit nach der Bestrahlung zu 
einer scheinbaren Überhöhung der Anzahl von Intrachangen geführt haben. Allerdings 
sind die hier betrachteten in vitro Experimente, die im ersten Zellzyklus nach der 
Bestrahlung betrachtet werden, nicht uneingeschränkt übertragbar auf 
Knochenmarkszellen, die bei HANDE et al. (2003) in vivo untersucht wurden.
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen deutlich, dass der C-Quotient sehr stark von den 
eingesetzten chromosomenbrechenden Agenzien abhängt. Besonders bei dicht 
ionisierender Strahlung, wie bei schweren Ionen oder Neutronen, ist der C-Quotient 
erhöht. Allerdings scheint er für schwere Ionenstrahlung dosisabhängig zu sein. Frühere 
Untersuchungen an Lymphozyten, die mit zwei verschiedenen Dosen von Fe-Ionen 
(1 GeV/n) bestrahlt wurden, bestätigen das (DURANTE et al., 2002a). Wegen der 
Dosisabhängigkeit ist der C-Quotient als Signatur oder „Fingerabdruck“ für dicht 
ionisierende Strahlen ungeeignet.
4.3 CA in PBL von Astronauten
Bei dem untersuchten Taxiflug zur Raumstation ISS war mit einer Ausnahme keine 
signifikante Schädigung der Chromosomen festzustellen. Aufgrund der relativ kurzen 
Aufenthaltsdauer von neun Tagen und einer Dosis von 0,5-1 mSv/Tag 
(SINCLAIR, 1984, 2000; DURANTE, persönliche Mitteilung) war keine signifikante 
Schädigung zu erwarten. Zu bedenken ist allerdings, dass Astronaut 2 an einer der 
letzten 20tägigen Missionen zur Raumstation MIR teilgenommen hat. Besonders bei 
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den „MIR-Astronauten“ sind in verschiedenen Studien signifikante Erhöhungen der CA 
gefunden worden (OBE et al., 1997). Sollte bei diesem Astronauten Jahre vorher eine 
starke Schädigung der Chromosomen festgestellt worden sein, dann könnte die 
Erhöhung der CA bei der vorliegenden Untersuchung darauf  beruhen. Medizinische 
Untersuchungen oder Arbeitseinsätze außerhalb der ISS sowie individuelle Parameter 
können das Ergebnis ebenfalls beeinflussen. Leider lagen darüber keine Angaben vor. 
Dass die Anzahl komplexer Aberrationen mit der Dauer des Weltraumaufenthaltes 
zunimmt, wie es GEORGE et al. (2001a) feststellte, konnte in dieser Untersuchung nicht 
bestätigt werden. Interchange und Intrachange wurden zu selten gefunden. In Relation 
zur Aufenthaltsdauer war die Strahlendosis im erdnahen Orbit mit 0,5-1 mSv offenbar 
zu gering, so dass die wenigen komplexen Aberrationen, die gefunden wurden, mit so 
starken statistischen Schwankungen behaftet sind, dass man nicht unterscheiden kann, 
ob sie von dicht ionisierenden Strahlen verursacht wurden oder ob sie spontan sind. 
Man sollte aber immer berücksichtigen, dass der Schwellenwert für einen 
Dosisnachweis bei 100-200 mSv liegt (IAEA, 2001). 
Der Nachweis eines „Fingerabdruckes“ für dicht ionisierende Strahlen, wie für 
Fe-Ionen, ist in vitro und in vivo bei Astronauten weder über die komplexen CA noch 
über die Anzahl der Bruchereignisse pro Chromosom gegenwärtig möglich. Die 
Tatsache, dass es für DIZ spontane Aberrationswerte gibt (etwa 1 DIZ in 1000 Zellen), 
kann sicherlich auf komplexe Aberrationen erweitert werden. Eine Untersuchung der 
Spontanraten für komplexe CA fehlt aber bislang noch. 
Es ist aber anzunehmen, dass das Auftreten komplexer CA im Vergleich zu den DIZ 
noch seltener ist. Eine Chromosomenuntersuchung von mehreren tausend Zellen mit 
mFISH oder mBAND würde diese Annahme vermutlich bestätigen. Unter 
Berücksichtigung solcher Ergebnisse wären die wenigen gefundenen komplexen 
Aberrationen bei Astronauten besser zu bewerten. Eine Alternative wäre, eine längere 
Dauer der Exposition im Weltraum einzubeziehen. Chromosomale Untersuchungen mit 
modernen Methoden für weiter entfernte Raumflüge, beispielsweise zum Mond oder 
Mars fehlen bislang. Neben der längeren Bestrahlungszeit kann in diesen Fällen auch 
die Strahlendosis und besonders die Strahlenenergie der schweren Ionen zunehmen 
(SIMPSON, 1983). Die Ergebnisse aus solchen Untersuchungen könnten dann mit 
Ergebnissen aus dem erdnahen Orbit in Beziehung gesetzt werden. Eventuell lassen sich 




Für die Suche nach einem „Fingerabdruck“ für dicht ionisierende Strahlen im 
Weltraum, wie etwa schwere 56Fe26+-Ionen, in den Chromosomen der PBL von 
Astronauten,  wurden verschiedene Verfahren der in situ Hybridisierung eingesetzt und 
auf ihren Einsatz überprüft (mBAND, mFISH, Pan-Zentromer-Färbung). Menschliche 
PBL wurden in vitro mit schweren Fe-Ionen mit Energien von 200 MeV/n und 
500 MeV/n und verschiedenen Dosen zwischen 0,5 Gy und 4 Gy bestrahlt.
Unter der Annahme, dass dicht ionisierende Strahlen verstärkt komplexe CA 
induzieren, erfolgte die Suche nach dem „Fingerabdruck“ über die Verteilung 
komplexer CSA sowie von Bruchereignissen, interstitiellen Fragmenten und 
Fragmentgrößen. Vergleiche verschiedener Quotienten, beispielsweise von intra-arm zu 
inter-arm Intrachangen oder von einfachen zu komplexen Interchangen wurden für diese 
Untersuchungen herangezogen, weil sie physikalische Theorien über die 
Wirkungsweise von ionisierenden Strahlen mit verschiedenem LET in Relation zum 
Grad der  Komplexität von CA berücksichtigen. Dafür ist eine Methode wie mBAND 
besonders gut geeignet. Allerdings sind vorhandene Systeme zur Protokollierung der 
CA bei mBAND ungenau, so dass ein neues Klassifizierungssystem entwickelt werden 
musste.
Die Verteilungen der Brüche pro Bande in Chromosom 5 bestätigt, mit Ausnahme der 
gehäuften Brüche in Nähe des Zentromers, die Ergebnisse aus den Untersuchungen 
anderer Autoren, die in der Mitte der Chromosomenarme menschlicher Chromosomen 
1, 2 und 4 gehäuft Brüche fanden.
PBL, die mit schweren Fe-Ionen bestrahlt wurden, zeigen in chromosomalen 
Untersuchungen gehäuft interstitielle Fragmente mit Längen von bis zu 20% der 
Gesamtlänge von Chromosom 5. Liegt deren Länge über 75%, sind sie nur noch an 
Translokationen beteiligt, nicht aber an Deletionen. Interstitielle Fragmente verteilen 
sich über das gesamte Chromosom, sind aber gehäuft im q-Arm zu finden. Die 
Schädigung der Chromosomen hinsichtlich von ein- bis vierfachen Bruchereignissen ist 
für schwere Ionen bei einer Energie von 500 MeV/n ähnlich hoch und überdispergiert. 
Die Ergebnisse zeigen auch im Vergleich mit anderen Strahlenarten, dass bei schweren 
Fe-Ionen die Mehrfachbrüche zunehmen, während die der Einzelbrüche abnehmen. 
Dies ist bei locker ionisierenden Strahlen, wie den Röntgenstrahlen, und bei den 
indirekt und dicht ionisierenden Neutronen nicht der Fall. Allerdings ist dies 
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dosisabhängig. Für die verschiedenen  Energien von Fe-Ionen bei 200 MeV/n und 
500 MeV/n sind bei gleicher Dosis die Verteilungen der CA sehr ähnlich. Das bestätigt 
und ergänzt vorhandene Untersuchungen anderer Autoren. Weil es sich bei den 
untersuchten Chromosomen um G2-PCC handelt, findet man mehr terminale 
Deletionen als in C-Metaphasen. Zu Bedenken ist, dass eine zu hohe Dosis oder Energie 
zu einem „cell overkill“ führen kann und dann Resultate liefert, die zu niedrig sind. Hier 
wäre die Suche nach einer geeigneten Strahlendosis bei ausreichender Zahl untersuchter 
Zellen wichtig. 
Es ist anzunehmen, dass in einem niedrigen Dosisbereich von bis zu 0,5 Gy oder bei 
chronischer Exposition die Ergebnisse deutlicher werden. Dabei muss wiederum die 
spontane Aberrationsrate berücksichtigt werden, die für komplexe CA noch nicht 
definiert ist, wie es beispielsweise für DIZ der Fall ist. Für derart gelagerte 
Untersuchungen wäre die Auswertung von mehr als tausend Zellen pro Probant in 
mBAND erforderlich. 
Hybridisierungen mit mFISH und mBAND eignen sich demnach besser für kurzzeitige 
hohe Strahlendosen oder für chronische Expositionen, wie etwa bei Plutoniumarbeitern. 
Die vorliegende Untersuchung zeigt, dass selbst mit FISH kein „Fingerabdruck“ über 
die Verteilung bestimmter CA zu bestimmen ist, falls keine Informationen bezüglich 
der Strahlenart oder Strahlendosis  vorhanden sind. Es müsste noch weiter untersucht 
werden, ob möglicherweise die Anzahl der strukturellen Brüche pro Chromosom einen 
Hinweis auf dicht ionisierende Strahlen geben kann, wenn vorhandene Ergebnisse über 
die Verteilung von CA mit einbezogen werden. 
Für Untersuchungen von PBL von Astronauten im erdnahen Orbit bleibt dies aber 
schwierig, weil im Weltraum die vorhandene Strahlung in Qualität und Quantität 
verschieden und schwer kalkulierbar ist. Eine Wiederholung von „Fingerabdruck“ 
Untersuchungen wäre bei sehr langen Flügen zum Mond oder Mars sinnvoll, weil dann 
erstmalig der tiefe Weltraum durchquert werden müsste, wo schwere Ionen nicht mehr 
unter dem Einfluss des Gravitationsfeldes der Erde stehen. 
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